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„Ein Element des Erfolges, egal in welchem Beruf, ist die Lust 
am Handwerk, aber ich glaube, das gilt besonders für die 
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Die Familie der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren (GPCRs) stellt die größte Gruppe 
der Signalproteine dar und zählt zu den wichtigsten Zielstrukturen in der heutigen 
Arzneimittelwelt. Die Entwicklung neuer Medikament gegen GPCRs ist getrieben von 
der Suche nach Verbindungen welche nanomolare und subnanomolare 
Bindungsaffinitäten aufweisen. Immer mehr deutet darauf hin, dass für viele GPCRs 
mehrere aktive Konformationen existieren und somit selektiv spezifische Signalwege 
aktiviert werden können. Die Desensitisierung des GPCR Signals ist essentiell für die 
Aufrechterhaltung der zellulären Homöostase. Viele GPCRs werden agonist-
abhängig über die Phosphorylierung von intrazellulären Serin- und Threoninresten im 
C-Terminus des Rezeptors koordiniert. Diese Phosphorylierung erleichtert die 
Bindung von β-Arrestin und führt zur Desensitisierung der G-Protein-abhängigen 
Signaltransduktion. β-Arrestin dient darüber hinaus als Scaffold- und Adapterprotein 
und ist somit in der Lage die Rezeptor-Internalisierung zu erleichtern und eine zweite 
Welle der Signaltransduktion auszulösen. 
Die Entwicklung neuer Pan-Somatostatin-Analoga war bisher darauf gerichtet, 
Substanzen zu entwickeln, die möglichst hohe Affinitäten zu mehr als einem der fünf 
Somatostatin-Rezeptoren haben (sst1-sst5). Die für den klinischen Einsatz neu 
entwickelten Somatostain-Analoga Pasireotid (SOM230), Octreotid und Somatoprim 
(DG3173) sind Multirezeptor-Liganden und wurden bis jetzt nur durch ihr 
Bindungsprofil charakterisiert. Ihre Fähigkeit einzelne Somatostatin-
Rezeptorsubtypen zu aktivieren wurde bis jetzt noch nicht direkt untersucht. Um die 
Rezeptoraktivierung der einzelnen Somatostatin-Rezeptoren messen zu können 
wurde der C-Terminus des sst2-Rezeptors mit dem von anderen Rezeptor-Subtypen 
ausgetauscht. Dieses Vorgehen erlaubte die Verwendung der phospho-sst2 
Antikörper zur Messung der sst5- und sst3-Aktivierung. Unsere Untersuchungen 
ergaben unerwartet neue Wirkungsprofile von Pasireotid, Octreotid und Somatoprim. 
Pasireotid zeigte eine hohe agonistische Aktivität am sst3- und sst5-Rezeptor aber 
nur schwache partialagonistische Eigenschaften am sst2-Rezeptor. Octreotid 
hingegen ist ein voller Agonist am sst2-Rezeptor und zeigte keine sichtbare 
agonistische Aktivität am sst5-Rezeptor. Folglich wurde Pasireotid als bevorzugter 





Somatoprim einzigartig, da es ein potenter Agonist an sst2- und sst5-Rezeptoren ist. 
Daraus resultiert, dass der sst2-C-Terminus als Phosphorylierungssonde zur direkten 
Messung der GPCR-Aktivierung eingesetzt werden kann und somit weitere 
pharmakologisch wichtige Somatostatin-Analoga charakterisiert werden können.  
Kürzlich konnten durch die Kombination von phospho-spezifischen Antikörpern, 
chemischen Proteinphosphatase-Inhibitoren und siRNA knock down-Screening, die 
GPCR-Proteinphosphatase PP1β für die Dephosphorylierung des sst2-Rezeptor und 
die PP1γ für den sst5-Rezeptor identifiziert werden. In dieser Arbeit konnte gezeigt 
werden, dass für verschiedene GPCRs spezifische PP1-Isoformen existieren, welche 
mit bemerkenswerter Selektivität rekrutiert werden. So wurde erstmals beschrieben, 
dass ein C-terminaler Austausch zwischen Rezeptoren der Klassen A und B nicht 
nur zu einer Umkehr der PP1-Spezifität, sondern auch der β-Arrestin-Rekrutierung 
und der damit einhergehenden Internalisierung führt. Hierbei stellen die C-termialen 
Bereiche der GPCRs wichtige Determinanten für die Selektivität der PP1 dar. Diese 
unterschiedliche Rekrutierung hat wiederum tiefgreifende Konsequenzen für die 
Dynamik der Dephosphorylierung und das Trafficking von GPCRs. 
In der vorliegenden Arbeit konnte erstmalig β-Arrestin1 als eine potentielle 
regulatorische Untereinheit der PP1 identifiziert werden, welche die schnelle PP1β-
vermittelte Dephosphorylierung an GPCRs katalysiert. Die durch den β-
Arrestin1/PP1β-Komplex vermittelte Dephosphorylierung ist ein streng regulierter 
Prozess, der unmittelbar nach der Rezeptoraktivierung und Phosphorylierung 
eingeleitet wird. Die schnelle GPCR Dephosphorylierung durch PP1 ist ein 
entscheidender Schritt für eine Vielzahl unterschiedlicher zellulärer Funktionen, 
einschließlich (I) Rezeptor-Resensitisierung, (II) Beendigung des β-Arrestin-Signals 
sowie (III) Einleitung der endosomalen G-Protein-Signaltransduktion. 
Diese Arbeit trägt zum tiefgreifenden Verständnis der molekularen Mechanismen von 







G protein-coupled receptors (GPCRs) family are the largest group of signaling 
proteins and today one of the most important targets in pharmaceutical industry. The 
development of new drugs targeting GPCRs is primarily focused on the discovery of 
compounds with nanomolar and subnanomolar binding affinities. Accumulating 
evidence suggests that more than one active conformation exists for many GPCRs 
and that many compounds selectively stimulate specific signaling pathways. 
Desensitization of GPCR signals is essential for the maintenance of cellular 
homeostasis. Many GPCRs are coordinated via the agonist-dependent 
phosphorylation of intracellular serine and threonine residues in the C-terminus of the 
receptor. This phosphorylation facilitates the binding of β-arrestin and leads to 
desensitization of G protein-dependent signaling. In addition, β-arrestin serves as a 
scaffold and adapter protein, which is able to facilitate receptor internalization and to 
initiate a second wave of signaling. 
The development of novel pan-somatostatin analogs has previously primarily focused 
on the discovery of compounds with high affinities to more than one of the five 
somatostatin receptors (sst1-sst5). The newly developed multireceptor somatostatin 
analogs pasireotide (SOM230), octreotide and somatoprim (DG3173), which were 
developed for clinical use, have, until now, primarily been characterized according to 
their binding profiles. However, their ability to activate individual somatostatin 
receptor subtypes has not been directly investigated so far. In order to be able to 
measure the receptor activation for the individual somatostatin receptor, the C-
terminal of the sst2 receptor was transplanted into other somatostatin receptors. 
When this occurs, a set of three sst2 phosphosite-specific antibodies can be used to 
measure receptor activation of the sst3 and sst5 receptors. Our analysis revealed 
unexpected new efficacy profiles for pasireotide, octreotide and somatoprim. 
Pasireotide showed potent agonistic activity at the sst3 and sst5 receptor but only 
weak partial agonistic properties at the sst2 receptor. However, Octreotide, on the 
other hand, is a full agonist at the sst2 receptor but exhibited no visible agonistic 
activity at the sst5 receptor. Consequently, Pasireotide was identified as sst5-
preferring ligand and octreotide as a sst2-preferring ligand. In contrast, somatoprim is 





the sst2 C-terminus can be use as a phosphorylation probe for direct assessment of 
GPCR activation and thus further important pharmacological somatostatin analogs 
can be characterized.  
We have recently identified, by using a combination of phosphosite-specific 
antibodies, chemical phosphatase inhibitors and siRNA knock down screening, a 
GPCR protein phosphatase PP1β for dephosphorylation of the sst2 receptor and 
PP1γ of the sst5 receptor. In this work it could be shown that for different GPCRs 
may exist specific PP1 isoforms, which are recruited with remarkable selectivity. Our 
findings suggest that swapping the C-terminal tails between class A and B receptors 
led not only to reversal of the PP1 specificity but also to complete reversal of the β-
arrestin recruitment and internalization. This GPCR phosphatase selectivity is 
primarily determined by C-terminal receptor domains. Recruitment of different GPCR 
phosphatases has in turn profound consequences for the dephosphorylation 
dynamics and trafficking patterns of GPCRs. 
In the present work, β-arrestin1 could be identified as the first PP1 targeting subunit 
required for rapid PP1β-mediated GPCR dephosphorylation. GPCR 
dephosphorylation by the β-arrestin1-PP1β complex is a highly regulated process 
that is initiated immediately after receptor activation and phosphorylation. We 
propose that rapid GPCR dephosphorylation by PP1 is a crucial step in a variety of 
distinct interdependent cellular functions including (I) receptor resensitization, (II) 
termination of β-arrestin signaling and (III) initiation of endosomal G protein signaling.  
This work contributes to understanding of the molecular mechanisms of de- and 





2  Einleitung 
 
2.1  G-Protein-gekoppelte Rezeptoren  
 
 
Im Jahr 2012 ging der Nobelpreis für Chemie „for studies of G protein-coupled 
receptors (GPCRs)“ gemeinsam an zwei amerikanische Wissenschaftler – Robert J. 
Lefkowitz von der Duke University in Durham, North Carolina und Brian K. Kobilka 
von der Stanford University School of Medicine in Palo Alto, California. Die 
wissenschaftliche Leistung von Lefkowitz und Kobilka erlaubte der 
Pharmazeutischen Industrie durch ein besseres Verständnis der Signalmechanismen 
endogener Substanzen wie Adrenalin, Serotonin, Histamin, Dopamin und vielen 
anderen Hormonen und Neurotransmittern neue und selektive Medikamente zu 
entwickeln mit der Hoffung auf geringere Nebenwirkungen. Dies stellte nicht nur 
einen Meilenstein in der Erforschung der pharmakologisch bedeutendsten 
Proteingruppe dar, sondern eröffnete auch neue Möglichkeiten der 
Arzneimittelforschung. So zählen die G-Protein-gekoppelten Rezeptoren (GPCRs) zu 
den wichtigsten Zielstrukturen in der heutigen Arzneimittelwelt. Sie sind die 
Zielstruktur von annähernd 40% aller klinisch angewandten pharmazeutischen 
Wirkstoffe (Brink et al., 2004; Millar and Newton, 2009; Wise et al., 2002; Overington 
et al., 2006). 
Die Familie der GPCRs stellt mit mindestens 100 kodierten Genen (Säugetiere) die 
größte Gruppe der Signalproteine dar (Kohout and Lefkowitz, 2003; Shukla et al., 
2008). Innerhalb der membrangebundenen Rezeptoren zeigen sie die größte 
Diversität und treten in Vertebraten, Pflanzen, Pilzen und Protozoen auf (Bockaert 
and Pin, 1999). Als Rezeptoren reagieren sie auf eine Vielzahl von verschiedenen 
Stimuli, wie z.B. Hormone, Pheromone, Chemokine, Calcium-Ionen oder 
Neurotransmitter und sind auch sensorische Rezeptoren für verschiedene Geruchs- 
und Geschmacksstoffe oder Photonen (Ferguson, 2001). GPCRs bilden eine große 
Superfamilie mit bisher ca. 800 bekannten Vertretern und werden nach ihrer Funktion 
in sechs Hauptfamilien eingeteilt. Die umfangreichsten sind hierbei die Rhodopsin-
Familie (Klasse A), die Sekretin-Familie (Klasse B) und die Glutamat-Familie (Klasse 




zyklischen-AMP-Rezeptoren (Klasse E) und den Frizzled/Taste2-Rezeptoren (Klasse 
F) (Millar and Newton, 2009; Park et al., 2008; Latek et al., 2012). Ein alternatives 
System der Klassifizierung der humanen GPCRs wurde basierend auf den 
phylogenetischen Untersuchungen vorgeschlagen und als GRAFS Klassifizierung 
oder Fredriksson-System bezeichnet (Schioth and Fredriksson, 2005). Diesem 
System zufolge werden G-Protein-gekoppelte Rezeptoren in fünf Hauptgruppen 
unterteilt: in die Glutamat-, Rhodopsin-, Adhäsions-, Frizzled/Taste2- und Secretin-
Gruppe (Schioth and Fredriksson, 2005; Latek et al., 2012). Gemeinsam ist allen der 
homologe Aufbau mit einem extrazellulären Amino- (N-) und einem intrazellulären 
Carboxyl-Terminus (C-Terminus), sowie sieben α-helikalen Transmembrandomänen, 
welche jeweils durch drei intra- und extrazelluläre Schleifen verbunden sind (Lohse, 
1993; Heilker et al., 2009) (Abb. 1). Aus diesem Grund werden GPCRs auch 




Abb. 1: Aufbau von GPCRs am Beispiel des 
β-adrenergen Rezeptors. 
Die Abbildung zeigt die Kristallstruktur des β-
adrenergen Rezeptors, wie sie von Brian K. 
Kobilka kristallisiert wurde (blau). In Orange ist 
ein Ligand dargestellt, der an der N-terminalen 
Seite des Rezeptor gebunden ist. Die rote 
Struktur stellt das heterotrimere G-Protein dar 
(aus The Royal Swedish Academy of Sciences). 
 
 
Der extrazellulär liegende N-Terminus dient durch seine Glykosylierungsmuster und 
Disulfidbrücken der Bindung von Liganden, die von einfachen Molekülen wie Ionen 
bis zu komplexen Substanzen wie Polypeptiden reichen. Die 
Transmembrandomänen dienen hauptsächlich der Verankerung des Rezeptors in 
der Membran, ermöglichen die Bildung von Oligomeren und sorgen für die 
Weiterleitung des durch Konformationsänderung erzeugten Signals auf die 
zytosolische Seite. Die Membranständigkeit wird zusätzlich durch die Interaktion mit 
verschiedenen Gerüstproteinen wie Spinophilin, Homer, Actin-bindendes Protein 




al., 2004). Der C-Terminus als intrazelluläre Domäne aktiviert spezielle 
Signalkaskaden. Die größte strukturelle Divergenz zwischen den verschiedenen 
GPCR-Untergruppen liegt dabei in den extrazellulären Schleifen und der Liganden-
Bindungs-Domäne (Krauss 4th Edition; Rosenbaum et al., 2009). 
 
 
2.1.1 Liganden und G-Proteine  
 
Die spezifische Bindung eines Liganden an seinen Rezeptor ist die Voraussetzung 
für die meisten Pharmakonwirkungen. Hierbei muss die Zelle viele extrazelluläre 
Stimuli in intrazelluläre Signale umwandeln und daraus biologische Antworten 
generieren. GPCRs können nach spezifischer Bindung eines Liganden eine Reihe 
unterschiedlicher Signalkaskaden innerhalb der Zelle auslösen. Nach ihren Effekten 
auf die Signaltransduktion können Liganden dabei in 1) Vollagonisten mit einer 
maximalen Rezeptorstimulation, 2) Partialagonisten mit nicht kompletter Aktivierung 
selbst in gesättigten Konzentrationen, 3) neutrale Antagonisten ohne Wirkung auf die 
Aktivierung und 4) inverse Agonisten, die das basale Level der Aktivierung ohne 
Agonisten weiter senken, eingeteilt werden (Rosenbaum et al., 2009) (Abb. 2). 
Zusätzlich wurde in den letzten Jahren für die GPCRs der Begriff biased agonism 
oder ligand bias eingeführt. Es beschreibt die funktionelle Selektivität eines 
Liganden, der nach Bindung an den Rezeptor bevorzugt einen oder mehrere 
mögliche Signaltransduktionswege aktivieren kann (Violin and Lefkowitz, 2007; 
Rajagopal et al., 2011; Reiter et al., 2012). Dabei kann er biased in Bezug auf die G-
Protein- (G Protein-biased) oder β-Arrestin-vermittelte (β-arrestin-biased) 
Signaltransduktion sein (Whalen et al., 2010).  
 
        
Abb. 2: Wirkungsstärke von Liganden. 
Viele GPCRs bilden eine basale, Agonisten-
unabhängige Aktivität aus. Der inverse Agonist 
inhibiert diese Aktivität und ein neutraler 
Antagonist hat keinen Effekt darauf. Ein 
Vollagonist und Partialagonist stimuliert die 
biologische Antwort über das Level der basalen 




Ursprünglich wurden GPCRs als Rezeptoren entdeckt, welche spezifisch an 
heterotrimere Guanin-Nukleotid-bindende Proteine (G-Proteine) koppeln können und 
extrazelluläre Signale an intrazelluläre Effektoren weiterleiten (Abb. 1). Inzwischen 
wurden auch G-Protein-unabhängige Signalwege über proto-onkogene (c-Src) und 
mitogen-aktivierte Proteinkinasen (MAPK) nachgewiesen (Rajagopal et al., 2005; 
Ferguson, 2001; Lefkowitz et al., 2006; Luttrell, 2008). Heterotrimere G-Proteine 
bestehen aus drei Untereinheiten, der α-, β- und γ-Untereinheit (Pierce et al., 2002). 
Bis heute sind 21 verschiedene Gα-, 5 Gβ- und 12 Gγ-Untereinheiten bekannt 
(Wettschureck and Offermanns, 2005), welche selektiv an entsprechend aktivierte 
GPCRs binden (Wess, 1998) und eine für den Rezeptor spezifische 
Signaltransduktion hervorrufen (Oldham and Hamm, 2008; Neves et al., 2002; Park 
et al., 2008). Für die Signaltransduktion ist insbesondere die α-Untereinheit des G-
Proteins von großer Bedeutung und dient gleichzeitig auch als molekularer Schalter 
(Tab. 1). Das βγ-Dimer ist ebenfalls in der Lage Signalwege zu kontrollieren 
(Clapham and Neer, 1997).  
 
Tab. 1: Klassifizierung der heterotrimeren G-Proteine (in Anlehnung an Pierce et al., 2002). 
Klasse  Untereinheiten  Signaltransduktion 
Gs Gαs, Gαolf - Aktivierung der Adenylatzyklase (AC) 
Gi/o Gα1, Gαi2, Gαi3, Gαo, Gαz, 
Gαt 
- Hemmung der AC 
- Aktivierung der zyklischen Guanosinmonophosphat 
Phosphodiesterase (cGMP PDE) 
Gq/11 Gαq, Gα11, Gα14, Gα15, 
Gα16 
- Aktivierung der Phospholipase Cβ (PLCβ) 
G12/13 Gα12, Gα13 - Aktivierung der Rho-GDP 
Gβγ Gβγ - Aktivierung der AC, PLCβ, Phosphatidylinositol-3-
Kinase (PI3Kγ) 
 
Heterotrimere G-Proteine werden nach Agonistenbindung an den GPCR und die 
dadurch ausgelöste Konformationsänderung des Rezeptors aktiviert. Der GPCR 
dient dabei als sogenannter GTP-Austauschfaktor (GEF), welcher GDP 
(Guanosindiphosphat) gegen GTP (Guanosintriphosphat) der Gα-Untereinheit 
austauscht und damit das G-Protein aktiviert. Dieses teilt sich in eine Gα-GTP-
Untereinheit und ein βγ-Dimer auf, welche jeweils neue Signalwege einleiten (Pierce 




Protein-Signalweitergabe (RGS) katalysiert. Die intrinsische GTPase Aktivität der 
Gα-Untereinheit führt zur Hydrolyse von GTP zu GDP und somit zur Reassoziation 
von Gα-GDP und des βγ-Dimers, was zur Terminierung des Signals und des 
Aktivierungszyklus führt (De Vries et al., 2000). GPCRs sind jedoch auch in der Lage 
nicht nur ein spezifisches G-Protein sondern mehrere zu aktivieren (Abb. 3) (Latek et 




Abb. 3: G-Protein-Aktivierung und 
Signaltransduktion. 
In Abwesenheit vom Agonisten, hier am 
Beispiel des β2-adrenergen Rezeptors, 
befindet sich der Rezeptor im inaktiven 
Zustand. In dieser Konformation bindet GDP 
an die Gα-Untereinheit. GDP wird nach 
Bindung des Agonisten durch GTP 
ausgetauscht, wodurch eine 
Konformationsänderung des Rezeptors 
ausgelöst wird. Das G-Protein dissoziiert vom 
Rezeptor ab und teilt sich in die Gα-
Untereinheit und das βγ-Dimer auf, die 
weitere Signalwege aktivieren. Als Beispiel 
dafür ist hier das Gαs gezeigt, das die 
Adenylatcyclase aktiviert, den cAMP-Spiegel 
erhöht und dadurch die Proteinkinase A 
aktiviert (Pierce et al., 2002).  
 
 
2.1.2 Signaltransduktion von G-Protein-gekoppelten Rezeptoren: 
De- und Resensitisierung 
 
Eine vielfältige Regulation der Signalweitergabe findet auch auf der Ebene des 
Rezeptors statt. Nach Agonistenbindung und Konformationsänderung werden die 
Rezeptorproteine durch Desensitisierung, Internalisierung und Downregulation 
beeinflusst. Der initiale Schritt für diese Prozesse ist die agonist-induzierte 
Phosphorylierung des Rezeptors (Abb. 4). Diese wird durch G-Protein-gekoppelte 




Kinasen wie Proteinkinase A (PKA) oder Proteinkinase C (PKC) vermittelt (Krupnick 
and Benovic, 1998; Pierce et al., 2002; Marchese et al., 2008; Hanyaloglu and von 
Zastrow, 2008). 
 
                        
Abb. 4: Regulation der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren. Die Aktivierung des GPCRs durch 
Ligandenbindung führt zur Dissoziation des G-Proteins. Daraufhin kommt es durch spezifische G-
Protein-gekoppelte Rezeptorkinasen (GRKs) zur Phosphorylierung der Serin- und Threoninreste in 
der dritten intrazellulären Schleife und im C-Terminus des Rezeptors. β-Arrestin bindet an das 
Phosphat-Cluster und der Rezeptor wird über Clathrin-beschichtete Vesikel internalisiert 
(Desensitisierung). Im saueren Milieu der frühen Endosomen wird der Ligand vom Rezeptor 
abgespalten. Anschließend wir der Rezeptor dephosphoryliert und entweder zur Plasmamembran 
zurücktransportiert (Resensitisierung) oder proteolytisch abgebaut (Downregulierung) (Pierce et al., 
2002). 
 
Die GRKs gehören zur Familie der Serin-/Threonin-Kinasen, bestehen aus 7 
Mitgliedern und besitzen untereinander hoch konservierte Aminosäuresequenzen 
und Strukturmerkmale (Penela et al., 2006; Ferguson, 2001). GRK 2, 3, 5 und 6 
weisen im Körper die höchsten Expressionslevel auf und spielen eine wesentliche 
Rolle bei der GPCR-Phosphorylierung. Die GRKs 2 und 3 befinden sich im basalen 
Zustand im Zytosol und translozieren erst nach Agonisten-Bindung zur Zellmembran, 
wo sie an die βγ-Untereinheit der G-Proteine koppeln (Pitcher et al., 1992). GRK 5 
und 6 hingegen translozieren ständig zur Membran, was bei GRK 6 durch einen 
Palmityl-Anker (Stoffel et al., 1994) und bei GRK 5 durch elektrostatische 
Wechselwirkungen zwischen dem basischen C-Terminus und den Phospholipiden 




dabei sehr schnell intrazelluläre Serin- und Threonin-Reste im C-Terminus und der 
dritten intrazellulären Schleife der GPCRs (Hipkin et al., 2000). In den letzten Jahren 
wurde im Zusammenhang mit der GRK-induzierten Phosphorylierung der Begriff 
„Barcode“ geprägt (Reiter et al., 2012; Nobles et al., 2011). Hierbei kommt es je nach 
Aktivierung des Rezeptors zu einem GRK-abhängigen Phosphorylierungsmuster der 
Serin- und Threoninreste am C-Terminus des Rezeptors, was die Stärke der β-
Arrestin Rekrutierung und somit das intrazelluläre Trafficking vieler GPCRs reguliert 
(Reiter and Lefkowitz, 2006; Kim et al., 2005; Oakley et al., 2001; Oakley et al., 2000; 
Shenoy et al., 2006). Die Phosphorylierung des Rezeptors bildet den 
geschwindigkeitsbestimmenden Schritt für die Bindung von β-Arrestin, was zur 
Entkopplung der Rezeptor-G-Protein-Interaktion führt und somit die Desensitisierung 
und Internalisierung einleitet (Premont and Gainetdinov, 2007; Kohout and Lefkowitz, 
2003) (Abb. 4). Dabei entspricht die Desensitisierung der Inhibition der 
Signalweitergabe, die bis zu einer Verringerung von 80% des G-Protein-vermittelten 
Signals führen kann (Kohout and Lefkowitz, 2003; Lohse, 1993). Die Internalisierung 
entspricht der Endozytose des Rezeptors, welche über Adaptorprotein-2 (AP-2) 
(Laporte et al., 2000), Clathrin (Goodman et al. 1996), zelluläre proto-onkogene 
Tyrosinkinase (c-Src) (Ahn et al., 1999)) und der GTPase Dynamin (Damke et al., 
1994) vermittelt wird. Auf diese Weise wird der Rezeptor von der Membran gelöst, 
durch Endozytose internalisiert und der endosomalen Sortierung zugeführt 
(Hanyaloglu and von Zastrow, 2008). Zusätzlich besteht auch die Möglichkeit einer 
Interaktion zwischen β-Arrestin, AP-2 und Clathrin, die unabhängig vom gebundenen 
Rezeptor stattfindet. Eine konstitutive Rezeptor-Internalisierung kann ebenfalls 
beobachtet werden, welche jedoch wesentlich schwächer ausfällt als in Anwesenheit 
eines Agonisten. So beträgt die durchschnittliche Dauer der Zellmembranlokalisation 
für den β2-adrengeren Rezeptor (β2-AR) nach Agonistengabe zehn Minuten, 
hingegen ohne Agonist mehr als eine Stunde (von Zastrow and Kobilka, 1994). 
Weitere Mechanismen für eine Rezeptor-Internalisierung, neben der hauptsächlich 
Clathrin-vermittelten Endozytose, sind über Caveolae und nicht-Protein-beschichtete 
Vesikel (Claing et al., 2002). Nach Internalisierung des Rezeptors kann dieser 
recycelt oder degradiert werden (Abb. 4). Beim Recycling wird der Rezeptor nach 
Entfernung des Agonisten, im sauren Milieu des Endosoms, wieder aktivierbar an die 
Membran zurück transportiert, wodurch das Rezeptor-vermittelte Signal in der 




Downregulation bezeichnet, wird der Rezeptor zum Lysosom transportiert, degradiert 
und es folgt eine langfristige Inhibierung des Signals. Hierbei scheint zusätzlich eine 
vorangegangene Ubiquitinierung bei einigen GPCRs eine entscheidende Rolle zu 
spielen (Hanyaloglu and von Zastrow, 2008; Marchese and Benovic, 2001). 
Innerhalb der GPCRs gibt es Rezeptoren, wie z.B. den β2-adrenergen Rezeptor, den 
Neurokinin-1 Rezeptor oder den μ-Opioid-Rezeptor (MOR), die nach 
Ligandenbindung sehr effizient recycled werden, während Rezeptoren wie der δ-
Opioid-Rezeptor und der CKC-Motive-Chemokinrezeptor 4 (CXCR4) sehr stark 
degradiert werden (Pierce et al., 2002; Hanyaloglu and von Zastrow, 2008; Latek et 
al., 2012). So scheint die Entscheidung, ob ein Rezeptor recycled oder degradiert 
wird, sehr früh im Endosom getroffen zu werden und ist möglicherweise von den 
Sequenzen innerhalb des C-Terminus der Rezeptoren abhängig (Trejo and Coughlin, 
1999). Diese Unterschiede in den Signalkaskaden nahe verwandter Rezeptoren 





Die Arrestine wurden erstmals in den späten 1980er Jahren, durch ihre Fähigkeiten 
die Aktivität von GPCRs im visuellen Rhodopsin- und im β-adrenergen-System zu 
regulieren, entdeckt (DeWire et al., 2007). Insgesamt sind 4 verschiedene Arrestine 
bekannt, die eine hoch konservierte Aminosäuresequenz mit ähnlicher Struktur 
besitzen. Arrestin-1, auch bezeichnet als visuelles oder Stäbchen-Arrestin, und 
Arrestin-4, auch Zäpfchen-Arrestin genannt, werden überwiegend im Auge exprimiert 
und binden mit hoher Selektivität an den Rhodopsin-Rezeptor (Gurevich et al.,2011). 
Arrestin-2 und Arrestin-3, auch bekannt als β-Arrestin1 und β-Arrestin2 oder nicht-
visuelle Arrestine, werden hingegen ubiquitär exprimiert (Palczewski, 1994). β-
Arrestin1 befindet sich sowohl im Zytoplasma als auch im Nukleus, β-Arrestin2 
dagegen ist ausschließlich im Zytoplasma lokalisiert. Die nicht-visuellen Arrestine 
binden die meisten GPCRs und sind an deren Desensitisierung über GRKs beteiligt 
(Marchese et al., 2003). Sie binden über AP-2 an Clathrin und den Rezeptor, welcher 
daraufhin über Clathrin-beschichtete Vesikel von der Plasmamembran abgeschnürt 
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Abb. 5: Vielfältige Funktionen der β-Arrestine. A) Desensitisierung: Die Agonistenbindung an den 
GPCR führt zur Aktivierung und schnellen Phosphorylierung des Rezeptors durch GRKs, worauf es 
zur β-Arrestin-Rekrutierung kommt. B) Endozytose: Nach Aktivierung des GPCRs kommt es zur 
Internalisierung durch Interaktion von AP-2 und Clathrin mit den β-Arrestinen. C) Signaltransduktion: 
Die β-Arrestine dienen als Scaffoldproteine und rekrutieren Signalproteine zum Rezeptor, die eine G-
Protein-unabhängige Signaltransduktion auslösen (in Anlehnung an Shenoy et al., 2011).   
 
Durch spezifische Rekrutierung von β-Arrestin1 oder β-Arrestin2 an den Rezeptor 
sowie der unterschiedlichen Affinität in der Arrestin-Rezeptor-Bindung und Dauer der 
Interaktion ergibt sich eine zusätzliche Klassifizierung. Bei den Klasse A-GPCRs, wie 
dem β2-adrenergen Rezeptor, dem μ-Opioid-Rezeptor und dem Dopamin-D1-
Rezeptor (D1-Rezeptor), sind kaum Serin- oder Threoninreiche Cluster im C-
Terminus zu finden. β-Arrestin2 wird hier nur transient aber mit höherer Affinität als 
β-Arrestin1 rekrutiert und dissoziiert sofort nach der Endozytose wieder vom 
Rezeptor ab, wodurch es nicht mit internalisiert wird und der Rezeptor wieder sehr 
schnell an die Membran zurück transportiert werden kann. Klasse B-GPCRs, wie der 
Angiotensin-Typ1A-Rezeptor (AT1AR), der Neurotensin-1-Rezeptor oder der 
Vasopressin-2-Rezeptor (V2R) rekrutieren hingegen β-Arrestin1 und β-Arrestin2 mit 
gleichermaßen hoher Affinität und internalisieren zusammen in einem stabilen 
Komplex (Ahn et al., 2003; Ahn et al., 2004; (Marchese et al., 2003).  
Auch innerhalb der Recycling-Mechanismen scheint es eine unterschiedliche 
Regulation zu geben. Der β2-adrenerge Rezeptor recycelt sehr schnell innerhalb von 




einzugehen scheint (Gagnon et al., 1998; Hanyaloglu and von Zastrow, 2008). Diese 
wiederum könnte womöglich die schnelle Resensitisierung in der Nähe der 
Zellmembran ermöglichen, wie es oft bei Klasse A-GPCRs der Fall ist. Bei langsam 
resensitisierenden Klasse B-GPCRs, wie dem V2R, findet eine Interaktion mit β-
Arrestin1 und β-Arrestin2 statt, die auch nach der Internalisierung bestehen bleibt. 
Der Rezeptor wird erst nach über 4 Stunden recycelt (Innamorati et al., 1998; 
Hanyaloglu and von Zastrow, 2008).  
Eine weitere Funktion der β-Arrestine ist ihre Beteiligung an der Ubiquitinierung und 
der damit einhergehenden Regulation des Traffickings von GPCRs. So führt auf der 
einen Seite eine transiente Ubiquitinierung der β-Arrestine zu einem schnellen 
Rezeptor-Recycling und eine stabile Ubiquitinierung auf der anderen Seite zur 
Rezeptor-Endozytose (Shenoy et al., 2007; Shenoy et al., 2009).  
Die β-Arrestine sind nicht nur an der Desensitisierung und Internalisierung von 
Rezeptoren beteiligt, sondern interagieren auch mit anderen intrazellulären Proteinen 
und beeinflussen die Signaltransduktion (Abb. 5). Dadurch sind sie in der Lage eine 
zweite Signalwelle, die unabhängig vom G-Protein ist, zu aktivieren, was die Theorie 
des biased agonism untermauert. Die β-Arrestine fungieren hierbei als 
multifunktionelle Scaffold- oder Adapterproteine, welche Signalproteine wie die 
extrazellulär Signal-regulierte Kinase (ERK), JNK, p38, Akt und PI3-Kinase in die 
Nähe der GPCRs bringen (Shukla et al., 2008; Lefkowitz and Shenoy, 2005; 
Beaulieu et al., 2008; DeWire et al., 2007; DeWire et al., 2008). Beispielsweise 
wechselwirken sie mit dem Proto-Onkogen c-Src und aktivieren hierüber die ERK 
oder rekrutieren andere Nicht-Rezeptor Tyrosinkinasen wie Hck, Fgr und Yes (Barlic 
et al., 2000; Imamura et al., 2001). Durch die Interaktion der β-Arrestine mit vielen 
Proteinpartnern (Xiao et al., 2007) und Proteinkinasen kommt es auch zur 
Phosphorylierung verschiedener intrazellulärer Zielproteine (Xiao et al., 2010). Zu 
den β-Arrestin-vermittelten Signalwegen zählen u. a. die RhoA-abhängige 
Faserbildung (Barnes et al., 2005), die Hemmung der Genexpression des nukleären 
Faktors κB (NF-κB) durch Stabilisierung von IκB (Witherow et al., 2004; Gao et al., 
2004), die durch Proteinphosphatase 2A (PP2A)-vermittelte Dephosphorylierung von 
Akt, wodurch es zur Aktivierung der Glycogen Synthase Kinase 3 (GSK3) und einer 
Steigerung des dopaminergen Verhaltens kommt (Beaulieu et al., 2005), die ERK-
abhängige Induktion der Proteintranslation (DeWire et al., 2008) und apoptotischen 




Aktivierung und der damit einhergehenden Steigerung der Vasodilation durch 
GPR109A (Walters et al., 2009), sowie das Kif3A-abhängige Trafficking und die 
Aktivierung des Smoothened (SOM) Protein in primären Zilien (Kovacs et al., 2008). 
Je nach GPCR sind β-Arrestin1 und β-Arrestin2 gemeinsam oder aber auch nur 
eines von beiden an der Signaltransduktion beteiligt, wobei sich auch beide β-
Arrestine gegenseitig regulieren können (DeWire et al., 2007).  
Daraus ergibt sich ein vielfältiges Bilder der β-Arrestine, wobei noch lange nicht alle 
Funktionen aufgeklärt und entdeckt sind.  
 
 
2.1.4 Dephosphorylierung desensitisierter G-Protein-gekoppelter 
Rezeptoren 
 
In den letzten Jahrzehnten wurde die Desensitisierung von GPCRs in Bezug auf die 
G-Proteine, die GRKs und die Arrestine an vielen Rezeptormodellen intensiv 
untersucht. Dabei blieb lange unbeachtet, wie die GRK vermittelte Phosphorylierung 
des Rezeptors wieder entfernt wird, bezeichnet als Dephosphorylierung. 
Zu den bekanntesten Proteinphosphatasen (PPs) zählen die Serin/Threonin-
Proteinphosphatasen 1-7 (Moorhead et al., 2007; Brautigan et al., 2013). Die 
Proteinphosphatasen sind für die Dephosphorylierung von Phospho-Serin und –
Threonin zuständig. Im menschlichen Genom sind ca. 40 Serin/Threonin-
Proteinphosphatasen kodiert, wobei die PP1 und PP2A die am häufigsten 
vorkommenden sind (Bollen et al., 2012; Moorhead et al., 2007). Sie sind multimere 
Enzyme und bestehen aus einer katalytischen und einer oder mehreren 
regulatorischen Untereinheiten. Die katalytische Untereinheit ist hoch konserviert 
(Ceulemans and Bollen, 2004; Barford et al., 1998), wird von nur fünf Genen kodiert 
und besitzt eine Vielzahl unterschiedlicher Zielstrukturen (Bollen et al., 2012). 
Während die katalytische Untereinheit die direkte enzymatische Funktion am 
Zielsubstrat determiniert, besitzt die regulatorische Untereinheit die 
Kontrollfunktionen, wie die Regulation der Aktivität der Proteinphosphatase und die 
Spezifität zum jeweiligen Substrat (Ceulemans and Bollen, 2004; Bollen et al., 2012). 
Es sind wenige katalytische und mehrere hundert regulatorische Untereinheiten 




(AKAP79), die möglicherweise als Adapterproteine den Kontakt zwischen 
Proteinphosphatase und Substrat herstellen (Le et al. 2011; Hu et al., 2007). 
Regulatorische Untereinheiten besitzen eine Vielzahl von Funktionen an den 
katalytischen Domänen der Proteinphosphatasen. Erst durch diese Regulation kann 
eine sehr spezifische Kontrolle des jeweiligen Substrats erfolgen. Dazu zählt u. a. die 
Translokation zum Substrat oder auch inhibitorische Effekte auf die Untereinheit 
selbst (Le et al.; Bollen et al., 2012).  
Die Dephosphorylierung wurde lange Zeit als passiv ablaufender Mechanismus 
betrachtet, obwohl bereits 1992 in Drosophila melanogaster eine Proteinphosphatase 
(Retinale Degeneration C, RDGC), die für die Rhodopsin-Dephosphorylierung 
notwendig ist, identifiziert wurde (Vinos et al., 1997; Steele et al., 1992). RDGC weist 
im Bereich der katalytischen Domäne eine hohe Sequenzhomologie mit den Serin-
/Threonin-Proteinphosphatasen 1 (PP1), 2A (PP2A) und 3 (PP3/PP2B) auf (Steele et 
al., 1992; Vinos et al., 1997; Byk et al., 1993). Kommt es zum Verlust der RDGC wird 
der Abbruch der Weiterleitung des Lichtes gestört und es kommt zur lichtabhängigen 
retinalen Degeneration (Vinos et al., 1997).  
Für den β2-adrenergen Rezeptor wurde eine PP2A-verwandte Proteinphosphatase 
entdeckt, die nur im sauren Milieu der Endosomen dephosphorylieren kann und 
ebenfalls mit der vesikulären Membran assoziiert ist. Sie wurde als G-Protein-
gekoppelte Rezeptor Phosphatase (GRP) bezeichnet (Krueger et al., 1997; Pitcher et 
al., 1995). Diese Daten würden erklären warum der β2-adrenergen Rezeptor 
internalisiert werden muss, um zu resensitisieren (Krueger et al., 1997). Später 
wurde jedoch gezeigt, dass sich bei Hemmung der Internalisierung, durch eine 
dominant-negative Dynamin-Mutante oder eine hypertone Saccharose-Lösung, die 
Dephosphorylierungsrate nicht verändert (Zhang et al., 1999). Das trifft sowohl für 
die PKA-phosphorylierten Serine in der dritten intrazellulären Schleife als auch für die 
GRK-phosphorylierten Serine am C-Terminus zu (Kelly, 2006; Iyer et al., 2006).  
Untersuchungen am D1-Rezeptor konnten die These einer für die 
Dephosphorylierung notwendigen Rezeptor-Internalisierung ebenfalls nicht 
bestätigen (Gardner et al., 2001). Auch hier konnte die Rezeptor-Dephosphorylierung 
nicht gehemmt werden, wenn die Rezeptor-Internalisierung durch Behandlung mit 
dem pflanzlichen Lectin Concavalin A sowie Saccharose blockiert wurde (Gardner et 
al., 2001). Das gleiche Ergebnis zeigte sich auch bei Anwendung der 




sowie Calyculin A, welches ebenfalls die Dephosphorylierung des β2-adrenergen 
Rezeptors inhibiert (Pippig et al., 1995; Pitcher et al., 1995; Krueger et al., 1997; 
Gardner et al., 2001).  
Die Dephosphorylierung ist ein schnell ablaufender Prozess und scheint daher nicht 
in speziellen Kompartimenten, welche durch pH-Veränderungen eine 
Destabilisierung der kovalenten Bindung zwischen Phosphatrest und Rezeptor 
verursachen könnten, stattzufinden (Doll et al., 2012; Poll et al., 2011; Petrich et al., 
2013). In neueren Arbeiten wurden für bestimmte GPCRs Proteinphosphatase-
abhängige Regulationsmechanismen entdeckt, die aber teilweise noch nicht komplett 
verstanden oder deren zelluläre Kontrolle nicht identifiziert ist. Die PP2A scheint an 
der Resensitisierung des β2-adrenergen Rezeptors (Krueger et al., 1997; Vasudevan 
et al., 2011) und an der Signalweitergabe des D2-Rezptors beteiligt zu sein (Beaulieu 
et al., 2005). Für die Dephosphorylierung des Thromboxan-Rezeptors (TP) wurde in 
Inhibitor-Studien PP1, PP2A und verwandte Proteinphosphatasen postuliert 
(Spurney, 2001). Inzwischen wurden für den β2-adrenergen, D1-, den Parathormon 
(PTH)- und den V1a-Vasopressin-Rezeptor weitere Proteinphosphatasen 
beschrieben. Jedoch konnte bisher kein genauer Kandidat identifiziert werden 
(Chauvin et al., 2002; Iyer et al., 2006; Innamorati et al., 1998; Gardner et al., 2001; 
Tran et al., 2007).  
In neueren Arbeiten wird die PP1 als die entscheidende Proteinphosphatase, mit 
unterschiedlichen Aktivitäten in der katalytischen Untereinheit, für die 
Dephosphorylierung der Somatostatin-Rezeptoren 2 und 5 sowie des μ-Opioid-
Rezeptors postuliert (Poll et al., 2010; Petrich et al., 2013; Doll et al., 2012).  
Kürzlich konnte gezeigt werden, dass ein siRNA knock down von PP1α die 
Dephosphorylierung des Thyreotropin-releasing Hormon-Rezeptors (TRHR) hemmt 
(Gehret and Hinkle, 2013). Jedoch führte ein siRNA knock down aller drei 
katalytischen Untereinheiten zu einer stärkeren Hemmung der Dephosphorylierung 
als PP1α allein. Das deutet daraufhin, dass die verschiedenen PP1 Isoformen auch 











Somatostatin ist ein zyklopeptidisches Hormon, welches aus dem Vorläufer 
Prosomatostatin prozessiert wird. Es existieren zwei bioaktive Isoformen, ein 
kürzeres aus 14 Aminosäuren (SS-14) bestehendes Peptid und eine um 14 
Aminosäuren N-terminal verlängerte Form (SS-28) (Ben-Shlomo and Melmed, 2010) 
(Abb. 6). Somatostatin bindet mit gleicher Affinität an alle Somatostatin-Rezeptor 
Subtypen (sst1-sst5). Zahlreiche Neurotransmitter, Petide und Steroide, wie z.B. 
Corticotropin-releasing Hormon, Dopamin, Glukagon, Glukokortikoide, Noradrenalin 
und Vasoaktives Peptid (VIP), stimulieren die Somatostatin-Sekretion, wohingegen 
Acetylcholin und Arginin inhibitorisch auf Somatostatin wirken. 1973 wurde 
Somatostatin erstmals als Inhibitor der Wachstumshormonfreisetzung im 
Hypothalamus entdeckt (Reichlin, 1983; Brazeau et al., 1973). Neben weiteren 
endokrinen Zellen wird Somatostatin auch von gastrointestinalen Zellen, 
Immunzellen, zentralen und peripheren neuronalen Zellen und einigen Tumoren 
produziert (Ferjoux et al., 2000; Csaba et al., 2011). Somatostatin ist ein wichtiger 
Regulator der endokrinen und exokrinen Sekretion und beeinflusst die Freisetzung 
vieler nachgeschalteter Hormone wie Adrenokortikotropes Hormon (ACTH), 
Wachstumshormon (GH), Tyreotropin/Thyreoidea-stimulierendes Hormon (TSH), 
sowie Glucagon, Insulin, Gastrin und Sekretin. Seine neuroendokrine Wirkung 
kommt durch die ausschließlich inhibitorische Wirkung auf die 
Wachstumshormonfreisetzung aus dem Hypophysenvorderlappen sowie durch die 
indirekte Wirkung auf die Sekretion des Insulinähnlichen Wachstumsfaktors 1 (IGF-1) 
aus Leber, Herz und Nieren zustande (Serri et al., 1992). Im ZNS fungiert 
Somatostatin als Neuromodulator und Neurotransmitter (Epelbaum, 1986). 
Somatostatin ist somit an der Neurotransmission, dem Zellwachstum, der Regulation 
im Verdauungstrakt, dem Metabolismus und der Kontraktion glatter Muskelzellen 
beteiligt (Reichlin, 1983; Patel, 1999; Elliott et al., 1998; Blum et al., 1992; Stumm et 




Somatostatin auch einen hemmenden Einfluss auf das Wachstum neuroendokriner 
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Abb. 6: Strukturformel von SS-14, Octreotid 
und Pasireotid. Dargestellt sind die 
Strukturformeln des natürlichen Liganden 
Somatostatin (SS-14) (oben links) und der 
beiden synthetisch hergestellten Somatostatin-
Analoga Octreotid (oben rechts) und Pasireotid 
(unter links) (in Anlehung an IUPHAR Database).  
 
 
2.2.2 Stabile Somatostatin-Analoga 
 
G-Protein-gekoppelte Rezeptoren zählen heute zu den wichtigsten Zielstrukturen in 
der Arzneimittelwelt. Somatostatin-Rezeptoren, insbesondere der sst2, stellen 
aufgrund ihre Expression auch auf pankreatischen, gastrointestinalen und 
pulmonalen neuroendokrinen Tumoren (NETs), Hypophysenadenomen, 
Mammakarzinomen, Meningeomen, Neuroblastomen, Medulloblastomen, 
Phäochromozytomen und Paragangliomen eine bedeutende pharmakologische 
Zielstruktur dar (Fischer et al., 2008; Weckbecker et al., 2003). Somatostatin selber 
ist für die klinische Anwendung wegen seiner ausschließlich intravenöse 
Verabreichung, einer kurzen Halbwertszeit von weniger als drei Minuten im 




Wachstumshormon und Glukagon, nicht zur Therapie geeignet (Lamberts et al., 
1996). Darüber hinaus koexistieren oft viele Somatostatin-Rezeptor Subtypen in den 
gleichen Zellen, was eine Krankheitsbild spezifische Behandlung erschwert. Aus 
diesen Gründen wurden in den letzten Jahrzehnten stabile Somatostatin-Analoga 
entwickelt, die für eine klinische Tumor-Bildgebung und –Behandlung eingesetzt 
werden können (Weckbecker et al., 2003; Fischer et al., 2008). Für das Drugdesign 
von petidischen Agonisten wurden am N- und C-Terminus Peptidsequenzen 
angefügt um die metabolische Stabilität zu erhöhen. Durch die Einführung von D-
Aminosäuren, Tyrosinresten hingegen eignen sich die Somatostatin-Analoga nach 
Iodierung als Radioliganden für Bindungsstudien (Prevost et al., 1992). Es handelt 
sich hierbei um Octreotid und Lanreotid, welche mit hoher Affinität an den sst2-
Rezeptor binden (Patel and Srikant, 1994; Reisine and Bell, 1995; Bruns et al., 
1996). Als Somatostatin-Analoga, auch Pan-Somatostatin-Analoga genannt, die eine 
höhere Affinität zu mehr als einem sst-Subtyp besitzen, wurden Pasireotid, 
Somatoprim und KE108 synthetisiert (Poll et al., 2010; Lewis et al., 2003; Cescato et 





Das Somatostatin-Analogon Octreotid ist ein zyklisches Oktapeptid welches von 
Novartis Pharmaceuticals als Sandostatin® seit 1987 in der BRD vertrieben wird 
(Abb. 6). Es ist Mittel der ersten Wahl für die medikamentöse Behandlung von 
neuroendokrinen Tumoren (NETs) wie dem GH-produzierenden 
Hypophysenadenom, beim Krankheitsbild der Akromegalie, und bei Karzinoiden 
(Casarini et al., 2009; Oberg, 2005; Donangelo and Melmed, 2005). Octreotid bindet 
mit hoher Affinität an den sst2-Rezeptor, mit moderater Affinität an den sst3- und sst5-
Rezeptor und zeigt eine sehr geringe Bindung am sst1- und sst4-Rezeptor (Patel and 
Srikant, 1994; Reisine and Bell, 1995; Bruns et al., 1996; Lesche et al., 2009; Poll et 
al., 2010). Die Halbwertszeit von Octreotid liegt bei drei Stunden und die 
Bioverfügbarkeit kann durch Bindung an ein spezielles Biopolymer verbessert 
werden (Lancranjan et al., 1996). Die Behandlung von neuroendokrinen Tumoren mit 
Octreotid führt bei 50-70% aller Fälle zu einer signifikanten Hemmung der GH-




durch hormonelle Überproduktion hervorgerufenen Symptome wie Diarrhö oder 
Flush-Symptomatik bei etwa 90% der Patienten kontrolliert (Freda et al., 2005; Jallad 
et al., 2005). Bei chronischer Anwendung, über ein Jahr, entwickeln sich bei 50% der 
Patienten ein Escape-Phänomen, welches zur Entwicklung einer 
Therapieresistenzen führt (Saslow et al., 1997; Oberg, 2005; Asnacios et al., 2008; 
Lesche et al., 2009; Vezzosi et al., 2008; Lamberts et al., 2002; Petersenn et al., 
2000; Petersenn et al., 2002). Beim Krankheitsbild der Akromegalie hängt die 
Wirksamkeit von Octreotid stark von der sst2-Rezeptor Expression ab. Diese nimmt 
im Lauf der Behandlung ab, während die Expression des sst5-Rezeptors stabil bleibt 
(Plockinger et al., 2008). Aus diesem Grund normalisiert Octreotid bei Akromegalie 
das Wachstumshormonlevel nur bei 65% der Patienten. Keine senkende Wirkung auf 
die ACTH Ausschüttung aus dem Hypophysenvorderlappen zeigt Octreotid beim 
zentralen Cushing-Syndrom (Invitti et al., 1990), da auf den sekretierenden Zellen 
hauptsächlich der sst5-Rezeptor exprimiert wird (Lesche et al., 2009; van der Hoek et 
al., 2004). Ein weiteres Einsatzgebiet ist die Radiodiagnostik und das Imaging von 
NETs, wofür ein Indium-markiertes DTPA-Derivat (Octreoscan) von Octreotid 
eingesetzt wird. Durch die schnelle Internalisierung des sst2-Rezeptors kommt es zur 
Anreicherung des Radiopharmakon im Zielgewebe und macht somit eine 
bildgebende Diagnostik möglich (Koenig et al., 1997; Breeman et al., 1998). Dieses 
Verfahren eröffnet neue Möglichkeiten für das Einschleusen von zytotoxischen 




2.2.2.2 Pasireotid  
Pasireotid (SOM230) wurde als Nachfolgesubstanz von Octreotid zur Behandlung 
von Akromegalie, Cushing-Syndrom, Karzinoid- und Octreotid-resistenten Tumoren 
entwickelt (Boscaro et al., 2009). Im Juni 2012 wurde es von Novartis 
Pharmaceuticals unter dem Handelsnamen Signifor® zugelassen und wird in 
Deutschland zur Behandlung des Cushing-Syndroms, falls eine chirurgische 
Therapie nicht möglich ist, eingesetzt (Colao et al., 2012; Feelders and Hofland, 
2013). Pasireotid ist ein metabolisch sehr stabiles Zyklohexapeptid mit einer 
Halbwertszeit von 12-24 Stunden (Abb. 6). Es wird hauptsächlich in unveränderter 




Schmid and Silva, 2005). Pasireotid wurde entwickelt um durch höhere metabolische 
Stabilität die Bindungsaffinitäten des SS-14 besser zu imitieren. Es ist ein 
Multirezeptor-Ligand und bindet mit hoher Affinität an alle Somatostin-Rezeptoren, 
bis auf den sst4-Rezeptor (Bruns et al., 2002; Lewis et al., 2003). Im Gegensatz zu 
Octreotid bindet es mit subnanomolarer Affinität (40-fach höher) an den sst5-
Rezeptor (Ma et al., 2005). Diese Selektivität erklärt auch die Wirksamkeit von 
Pasireotid beim Cushing-Syndrom. Corticotrope Adenomzellen exprimieren 
vorwiegend den sst5-Rezeptor, worüber es zu einer Senkung der ACTH-Sekretion 
und der damit einhergehenden Cortisol-Freisetzung durch Pasireotid kommt 
(Boscaro et al., 2009).  
 
 
2.2.2.3 Weitere klinisch relevante Somatostatin-Analoga  
Neben Pasireotid befinden sich weitere Somatostatin-Analoga wie z. B. Somatoprim, 
KE108 und Dopastatin, in klinischer und präklinischer Erprobung. Somatoprim 
(DG3173, Develogen, Göttingen) hat erfolgreich die Phase I der klinischen Testung 
passiert und besitzt ein einzigartiges Bindungsprofil, in dem es mit hoher Affinität an 
sst2-, sst4-, sst5- jedoch nicht an sst1- und sst3-Rezeptor bindet (Plockinger et al., 
2012; Shimon et al., 2004). KE108 bindet alle fünf Somatostatin-Rezeptoren und 
wurde von Biomeasure (Ipsen, Milford, MA) unter der Bezeichnung BIM-23A779 
entwickelt, nachdem die klinische Testung von Dopastatin (BIM 23A760) gestoppt 
wurde (Kao et al., 2011; Cescato et al., 2010). Dopastatin hat eine hohe Affinität zum 
sst2- und sst5-Rezeptor sowie zum Dopamin-D2-Rezeptor (Gruszka et al., 2012). In 
der klinischen Testung zeigte sich jedoch, dass die Substanz überwiegend 
dopaminerge Effekte aufwies und somit nicht zur Therapie von NETs geeignet ist 





Somatostatin vermittelt seine physiologischen Effekte über fünf G-Protein-gekoppelte 
Rezeptoren, sst1-sst5 (Maurer and Reubi, 1985), wobei vom sst2-Rezeptor bei Maus 




AS) ist eine C-terminal um 37 Aminosäuren (AS) verkürzte Version des sst2A-
Rezeptors (369 AS). Im Menschen wurde bislang nur die längere Variante 
nachgewiesen (Fischer et al., 2008; Liu et al., 2008), wobei die C-terminalen 
Abweichungen zwischen humanem- und Ratten-sst2-Rezeptor sehr gering sind. So 
gibt es lediglich Abweichungen in den Positionen 335 und 336 (sst2: TD; rsst2A: AE) 
der intrazellulären Domäne. Alle Somatostatin-Rezeptorsubtypen haben eine große 
Sequenzhomologie mit einer Länge zwischen 362 und 428 Aminosäuren und wurden 
ursprünglich als SRIF (Somatostatin Releasing Inhibitory Factor) bezeichnet (Patel 
and Srikant, 1994; Hoyer et al., 1995). Für jeden Subtyp ergibt sich ein 
charakteristisches, wenngleich auch oftmals überlappendes Expressionsmuster im 
Organismus, welches auch von Spezies zu Spezies variieren kann (Patel, 1999). Alle 
diese Rezeptoren binden hochaffin (im Sub-nanomolaren Bereich) SS-14, das 
vergleichsweise schwächer exprimierte, SS-28 und das eng verwandte Cortistatin 
(Lahlou et al., 2004; Broglio et al., 2007). Sie aktivieren inhibitorische Gαi-Proteine, 
was primär zu einer Hemmung der Adenylatcyclase führt und darauf folgend zu einer 
Verringerung des zyklischen Adenosinmonophosphats (cAMP) im Zytoplasma (Koch 
and Schonbrunn, 1984). Dies wiederum führt dazu, dass die PKA nicht mehr aktiviert 
wird und somit verschiedene Signalwege über spannungsabhängige K+- und Ca2+-
Kanäle sowie Transkriptionsfaktoren reguliert werden (Ben-Shlomo and Melmed, 
2010). Die antiproliferativen Eigenschaften werden durch die Aktivierung der 
Phosphotyrosinphosphatasen, Src-homologe Phosphatase Typ 1 und 2 (SHP-1/2), 
density-enhanced Phosphatase 1 (DEP-1/PTPη) und der Aktivierung der Mitogen 
aktivierten Proteinkinase (MAPK) vermittelt (Florio et al., 1999). Zusätzlich steuern 
die einzelnen Rezeptor-Subtypen sehr unterschiedliche Agonisten-spezifische 
Signaltransduktioswege (Schonbrunn, 2008; Pierce et al., 2002; Lahlou et al., 2004). 
Trotz der großen strukturellen Ähnlichkeiten der Somatostatin-Rezeptoren gibt es je 
nach Subtyp, Spezies, Agonist und untersuchtem Zelltyp eine große Variabilität in 
der physiologischen Regulation. Unterschiede sind insbesondere in Bezug auf die β-
Arrestin-Mobilisierung und der damit verbundenen endosomalen Sortierung zu finden 
(Tulipano et al., 2004). Der sst2-Rezeptor verhält sich wie ein Klasse B-GPCR und 
internalisiert Clathrin-abhänig sehr stark mit β-Arrestin1 und 2 nach 
Phosphorylierung, kann aber wieder sehr schnell komplett resensitisiert werden 
(Jacobs and Schulz, 2008; Liu et al., 2005; Lesche et al., 2009; Tulipano et al., 




es zu einer transienten, instabilen β-Arrestin2-Bindung in der Nähe der Membran 
kommt und keine gemeinsame Clathrin-abhängige Internalisierung stattfindet 
(Tulipano et al., 2004). Der sst3-Rezeptor wird nur zu einem geringen Teil recycled, 
wohingegen der größte Teil Ubiquitin-abhängig im Lysosom degradiert und abgebaut 
wird (Tulipano et al., 2004). Für den Ratten sst3-Rezeptor wurden bis jetzt drei Serin- 
und ein Threoninrest im C-Terminus als entscheidende Phosphorylierungsstellen 
identifiziert (Roth et al., 1997). Diese Phosphorylierungen könnten für die kürzlich 
postulierte C-terminal-abhängige Apoptose nach Aktivierung des humanen sst3-
Rezeptors verantwortlich sein. Als einziger Subtyp zeigt der humane und Ratten sst5-
Rezeptor eine höhere Affinität zu SS-28 als zu SS-14. SS-14 und SS-28 sind beide 
in der Lage den Rezeptor, wenn auch nicht vollständig, zu internalisieren (Tulipano et 
al., 2004; Petrich et al., 2013; Kliewer et al., 2012; Cescato et al., 2006). Der sst1-
Rezeptor der Ratte weist im Vergleich zum humanen keine Agonisten-abhängige β-
Arrestin-Rekrutierung auf (Patel, 1999; Tulipano et al., 2004; Tulipano and Schulz, 
2007). Gezeigt wurde ebenfalls, dass die Phosphorylierung des sst1-Rezeptors 
unabhängig von der Signalgebung des Rezeptors ist (Liu and Schonbrunn, 2001). 
Auch der Ratten sst4-Rezeptor wird nach Somatostatin-Stimulation nicht 
phosphoryliert und es kommt zu keiner β-Arrestin-Mobilisierung und Internalisierung 
(Tulipano et al., 2004).  
 
 
2.2.4 Somatostatin-Rezeptor sst2: Phosphorylierung und 
Dephosphorylierung 
 
Der humane sowie der Ratten sst2-Rezeptor ist der am besten untersuchteste 
Somatostatin-Rezeptor. Seine Expression ist im Gewebe sowie in Tumoren im 
Vergleich zu den anderen Subtypen am stärksten ausgeprägt (Guillermet-Guibert et 
al., 2005; Cescato et al., 2006). Mit Hilfe von radioaktiven Ganz-Zell-
Phosphorylierungs-Assays konnte in früheren Studien gezeigt werden, dass der sst2-
Rezeptor heterolog über PKC und homolog agonist-induziert phosphoryliert werden 
kann (Hipkin et al., 2000; Elberg et al., 2002) Bei der agonist-induzierten 
Phosphorylierung kommt es zu einer schnellen und robusten Phosphorylierung der 




Punktmutanten des Ratten sst2-Rezeptor konnte ein Cluster von vier Threoninresten, 
T353, T354, T356 und T359, im C-Terminus identifiziert werden (Poll et al., 2010). 
Die Phosphorylierung des 353TTETQRT359 Motivs ist essentiell für die β-Arrestin-
vermittelte Internalisierung des sst2-Rezeptors (Liu et al., 2008; Poll et al., 2010; 
Tulipano et al., 2004). Um die genaue räumliche und zeitliche Dynamik der einzelnen 
agonist-induzierten Phosphorylierungsstellen zu untersuchen, wurde in den letzten 
Jahren von zwei unterschiedlichen Gruppen phospho-spezifische Antikörper gegen 
die Stellen Serin 341, Serin 343, Serin 348, Threonin 353, Threonin 354, Threonin 
356 und Threonin 359 generiert (Nagel et al., 2011; Poll et al., 2010; Liu et al., 2008). 
Mit Hilfe der Antikörper konnte gezeigt werden, dass alle Stellen sehr schnell 
phosphoryliert (<1 min) werden, wobei die agonist-induzierte Phosphorylierung der 
S341/343 Voraussetzung für die Phosphorylierung des 353TTETQRT359 Motivs sind 
(Nagel et al., 2011; Poll et al., 2010; Schonbrunn, 2008). Mutationen in den Serin- 
oder Threoninresten führen zu einer stark verzögerten aber nicht reduzierten 
Phosphorylierung der übrigen Phosphorylierungsstellen. In Gegenwart von 
Phorbolestern kommt es zu einer selektiven Phosphorylierung des S343, was 
wiederum ein Substrat für die heterologe PKC-vermittelte Phosphorylierung ist (Liu et 
al., 2008).  
Unter Verwendung phospho-spezifischer Antikörper gegen die Serin- und 
Threoninreste des sst2-Rezeptors konnten auch die Kinasen, welche die agonist-
induzierte Phosphorylierung vermitteln, identifiziert werden. Die Hemmung der GRK 
2 und GRK 3 Expression durch siRNAs, führte zu einer signifikanten Reduzierung 
der SS-14-induzierten T356/T359 Phosphorylierung in HEK293-Zellen (Nagel et al., 
2011; Poll et al., 2010). Dabei wird die durch Octreotid oder Pasireotid-induzierte 
Phosphorylierung der S341/S343 über GRK 3 vermittelt. In CHO-Zellen wird diese 
Phosphorylierung am Ratten sst2-Rezeptor wiederum über GRK 2 vermittelt (Liu et 
al., 2008). Eine Hemmung von GRK 5 und GRK 6 hingegen hat keine signifikante 
Auswirkung auf die sst2-Rezeptor-Phosphorylierung (Nagel et al., 2011). Somit hängt 
das Ausmaß und das Muster der sst2-Rezeptor-Phosphorylierung stark von der 
zellulären Ausstattung mit GRK 2 und GRK 3 ab.  
Im Fokus der letzten Jahre stand neben der sst2-Rezeptor-Phosphorylierung nun 
auch die Dephosphorylierung und es wurden unterschiedliche zeitliche und 
räumliche Muster der sst2-Rezeptor-Dephosphorylierung beschrieben (Ghosh and 




noch an der Zellmembran sind, kommt es nur zu einer Dephosphorylierung von 
T353/T354, nicht aber von S341/S343. Im Gegensatz dazu führt eine 
Langzeitstimulation, bei der es zur Rezeptor-Internalisierung kommt, zu einer 
schnellen Dephosphorylierung sowohl von S341/S343 als auch T353/T354. Die 
Dephosphorylierung von T353/T354 konnte weder von hypertoner Saccharose oder 
Dynasore, welches die Rezeptor-Internalisierung blockiert, beeinflusst werden. 
Jedoch war die Dephosphorylierung in CHO-Zellen, an den Positionen T353/T354, 
sensitiv auf Okadasäure.  
Diese Ergebnisse zeigen, dass die sst2-Rezeptor-Dephosphorylierung sowohl durch 
die Dauer der Agonisten-Stimulation als auch von der Kompartiment-spezifischen 
Enzymaktivität bestimmt wird. Jedoch führten diese Studien nicht zur Identifizierung 
einer spezifischen Proteinphosphatase für die sst2-Rezeptor-Dephosphorylierung. In 
Poll et al. (2011) konnten, durch die Kombination von phospho-spezifischen 
Antikörpern, chemischen Proteinphosphatase-Inhibitoren und siRNA knock down-
Screening, eine GPCR-Proteinphosphatase, welche die schnelle 
Dephosphorylierung von T353, T354, T356, T359 am sst2-Rezeptor katalysiert, 
erstmals identifiziert werden (Poll et al., 2011). Innerhalb von 30 Minuten nach 
Agonist-Stimulation kommt es zu einer kompletten Dephosphorylierung des 
353TTETQRT359 Motivs. In HEK293-Zellen konnte die Proteinphosphatase-Aktivität 
konzentrationsabhängig nur durch Calyculin A, nicht aber durch Okadasäure 
gehemmt werden. Sowohl Calyculin A als auch Okadasäure können effektiv die 
Aktivität von PP2, PP4 und PP5 blockieren (Poll et al., 2011). Im Gegensatz zu 
Okadasäure ist Calyculin A auch ein potenter Inhibitor der PP1-Aktivität, was darauf 
hindeutet, dass das 353TTETQRT359 Motiv des sst2-Rezeptors nur durch PP1 
dephosphoryliert werden kann. PP1 besitzt drei verschiedene katalytische 
Untereinheiten, welche mit α, β und γ bezeichnet werden. Eine gleichzeitige 
Hemmung aller drei katalytischen Untereinheiten bestätigte die PP1-selektive 
Dephosphorylierung am sst2-Rezeptor. Eine selektive Hemmung von PP1α und 
PP1γ, zeigte jedoch keinen Einfluss auf die Dephosphorylierung. Im Gegensatz dazu 
führte eine Hemmung der PP1β zu einer Verstärkung der 353TTETQRT359 
Phosphorylierung in Anwesenheit des Agonisten und zu einer verzögerten 
Dephosphoylierung nach dem auswaschen des Agonisten. Keinen Einfluss zeigte die 








2.2.5 Somatostatin-Rezeptor sst5: Phosphorylierung und 
Dephosphorylierung 
 
Der humane sst5-Rezeptor stellt ebenfalls eine wichtige Zielstruktur für das 
Somatostatin-Analogon Pasireotid dar. Im Vergleich zum sst2-Rezeptor ist hier sehr 
wenig über die C-terminale agonist-selektive Phosphorylierung bekannt. Aus den 
Untersuchungen der Primärstruktur des C-Terminus ergeben sich zwei potentielle 
Phosphorylierungsstellen, Threonin 333 und Threonin 347, welche mit der 
phosphorylierungssensitiven Domäne des sst2-Rezeptors korreliert. Mit Hilfe von 
phospho-spezifischen Antikörpern gegen T333 und T347 konnte gezeigt werden, 
dass T333 sehr schnell agonist-abhängig und T347 konstitutiv unabhängig von 
Agonisten phosphoryliert werden (Petrich et al., 2013). Mutationen von T333 führten 
zu einer stark reduzierten Internalisierung des sst5-Rezeptors. Eine reduzierte 
Rezeptor-Internalisierung wurde auch nach Mutationen in den Stellen S242 und 
T247 in der dritten intrazellulären Schleife hervorgerufen (Peverelli et al., 2008). 
Diese Stellen scheinen eine entscheidende Rolle bei der Regulation des sst5-
Rezeptors zu spielen. Daraufhin konnte GRK 2 für die Phosphorylierung von T333 
identifiziert werden, was zur β-Arrestin-Rekrutierung führt (Peverelli et al., 2008). Im 
Gegensatz zum sst2-Rezeptor kommt es zu einer schnellen Dissoziation des β-
Arrestin-Rezeptor-Komplexes, woraufhin der sst5-Rezeptor ohne β-Arrestin im frühen 
Endosom internalisiert wird. Nach 30 Minuten sind 30% der sst5-Rezeptoren 
internalisiert. Beim sst2-Rezeptor führt eine durch SS-14-induzierte Internalisierung 
unter gleichen Bedingungen zu einer 80%igen Internalisierung (Peverelli et al., 2008; 
Tulipano et al., 2004). 
Vergleichende Untersuchungen am sst2- und sst5-Rezeptor zeigten 
überraschenderweise unterschiedliche Muster in der Dephosphorylierung und im 
Recycling. Während der sst5-Rezeptor schnell am T333 phosphoryliert und 
dephosphoryliert wird, kommt es beim sst2-Rezeptor aufgrund seiner langsamen 




führten Untersuchungen mit chemischen Inhibitoren und einem siRNA knock down-
Screening zu dem Ergebnis, dass die T333-Dephosphorylierung 
konzentrationsabhängig durch Calyculin A, nicht aber durch Okadasäure gehemmt 
werden kann. siRNA Experimente zeigten, dass PP1γ die Dephosphorylierung am 
sst5-Rezeptor vermittelt (Petrich et al., 2013). Im Gegensatz dazu hatte eine 
Hemmung von PP1β und PP1α keinen Einfluss auf die Dephosphorylierung. Diese 
Ergebnisse zeigen, dass die GPCR-Proteinphosphatase PP1γ für die schnelle T333-
Dephosphorylierung am sst5-Rezeptor verantwortlich ist. Somit wurde neben PP1β 






2.3 Zielstellung der Arbeit 
 
 
GPCRs regulieren eine Vielzahl von physiologischen Prozessen und gehören zu den 
wichtigsten Zielstrukturen in der heutigen Arzneimittelwelt. Immer mehr deutet darauf 
hin, dass für viele GPCRs mehrere aktive Konformationen existieren und diese 
selektiv spezifische Signalwege aktivieren können. Dabei ist die Beendigung der 
Signalweitergabe aktivierter GPCRs essentiell für die zelluläre Homöostase. Die 
Desensitisierung des GPCR-Signals hat ein verringertes Ansprechen des Rezeptors 
auf wiederholte oder dauerhafte Reize zur Folge. Durch die agonist-induzierte 
Phosphorylierung kommt es zur β-Arrestin-Bindung an den GPCR, worauf eine 
Desensitsierung des G-Protein-Signals erfolgt und der GPCR internalisiert wird. Für 
viele GPCRs sind die unterschiedlichen agonist-induzierten 
Phosphorylierungsmuster jedoch bis jetzt noch nicht vollständig aufgeklärt. 
Weitgehend unklar sind auch die molekularen Mechanismen und funktionellen 
Konsequenzen der GPCR-Dephosphorylierung. 
In früheren Arbeiten wurde gezeigt, dass die Phosphorylierung des sst2-Rezeptors 
bemerkenswerterweise agonist- und spezies-abhängig ist. SS-14 und Octreotid 
fördern die Phosphorylierung von allen sechs C-terminalen Serin- und 
Threoninresten sowohl in der Ratte als auch im Menschen (Nagel et al., 2011). Im 
Gegensatz dazu zeigt Pasireotid keine wesentliche Phosphorylierung und 
Internalisierung am Ratte sst2-Rezeptor, ist aber am humanen sst2-Rezeptor in der 
Lage die zwei C-terminalen Serinreste selektiv zu phosphorylieren und den Rezeptor 
teilweise zu internalisieren (Nagel et al., 2011). Eine zentrale Frage dieser Arbeit ist, 
ob die beobachtete agonist-selektive Regulation des sst2-Rezeptors durch Pasireotid 
generell auch für andere Pan-Somatostatin-Analoga zutrifft. Im Weiteren soll geklärt 
werden, inwiefern diese funktionelle Selektivität auch für andere klinisch relevante 
Somatostatin-Rezeptoren, wie dem sst3- und sst5-Rezeptor, existiert (Manuskript I). 
Der sst2-Rezeptor ist ein prototypischer Klasse B-Rezeptor, wohingegen der sst5-
Rezeptor zu den prototypischen Klasse A-Rezeptoren gezählt wird. Sie weisen eine 
große Homologie innerhalb der Transmembrandomänen auf, mit einem jedoch stark 
divergierenden C-terminalen Bereich. Daraus ergeben sich nicht nur unterschiedliche 




Dephosphorylierung und Rekrutierung der entsprechenden PP1-Isoformen. Die 
Identifikation unterschiedlicher PP1-Isoformen, PP1β für den sst2-Rezeptor und PP1γ 
für den sst5-Rezeptor, deuten darauf hin, dass ein bestimmter GPCR selektiv eine 
spezifische PP1-Isoform für die Dephosphorylierung rekrutiert. In dieser Arbeit soll 
untersucht werden, durch welche Mechanismen die PP1-Selektivität und -Spezifität 
reguliert werden kann. Es ist möglich, dass entweder C-terminale 
Phosphorylierungsmuster, spezifische Sequenzen innerhalb der intrazellulären 
Schleifen des Rezeptors oder aber auch β-Arrestine für die Auswahl der richtigen 
Proteinphosphatase nötig sind (Manuskript II). 
Im Weiteren wird in dieser Arbeit der zentralen Frage nachgegangen, wie die 
katalytische Untereinheit der PP1 zur phosphorylierten Sequenz des sst2-Rezeptor 






3.1 Manuskript I 
 
 
A Transplantable Phosphorylation Probe for Direct 




Andrea Kliewer, Anika Mann, Aline Petrich, Florian Pöll, Stefan Schulz 
 








Beitrag der Autoren 
 
Der experimentelle Teil wurde von Stefan Schulz, Florian Pöll und Andrea Kliewer 
entworfen. Andrea Kliewer führte alle Experimente durch und analysierte die Daten. 
Andrea Kliewer und Stefan Schulz schrieben das Manuskript. Anika Mann half beim 
etablieren der Immuncytochemie und Aline Petrich testete die phospho-spezifischen 






Diese Publikation beschäftigt sich mit der Charakterisierung der neu entwickelten 
Somatostatin-Analoga Pasireotid (SOM230), Octreotid und Somatoprim (DG3173). 
Hierfür wurde das C-terminale Phosphorylierungsmotiv des sst2-Rezeptors auf 
andere Somatostatin-Rezeptoren übertragen, um die Rezeptorphosphorylierungen, 
die als Maß für die Rezeptoraktivierung angesehen werden, mit Hilfe der drei 
phospho-spezifischen Antikörper gegen den sst2-Rezeptor zu untersuchen. Folglich 
wurde Pasireotid als bevorzugter sst5- und Octreotid als bevorzugter sst2-Ligande 
identifiziert. Im Gegensatz dazu ist Somatoprim einzigartig, da es ein potenter 
Agonist an sst2- und sst5-Rezeptoren ist. Daraus resultiert, dass der sst2-C-Terminus 
als Phosphorylierungssonde zur direkten Messung der GPCR-Aktivierung eingesetzt 
werden kann und somit weitere pharmakologisch wichtige Somatostatin-Analoga 


















































3.2 Manuskript II 
 
 
Carboxyl-Terminal Receptor Domains Control the 
Differential Dephosphorylation of Somatostatin 




Andreas Lehmann, Andrea Kliewer, Carlo Märtens, Falko Nagel and 
Stefan Schulz 
 








Beitrag der Autoren 
 
Der experimentelle Teil wurde von Stefan Schulz, Andreas Lehmann und Andrea 
Kliewer entworfen. Falko Nagel und Andrea Kliewer designten die Tail-Swap-
Mutanten. Andreas Lehmann, Andrea Kliewer und Carlo Märtens führten die 
Experimente durch. Die Daten wurden von Andreas Lehmann und Andrea Kliewer 
analysiert. Andreas Lehman und Andrea Kliewer entwarfen die Abbildungen. Das 






Für verschiedene GPCRs existieren spezifische PP1-Isoformen, welche mit 
bemerkenswerter Selektivität rekrutiert werden. In der hier vorgelegten Publikation 
wurde untersucht, welche Rezeptordomäne für die Selektivität der PP1 bei der 
Rezeptor-Dephosphorylierung eine entscheidende Rolle spielt. Mit Hilfe von Tail-
Swap-Mutanten des sst2- und sst5-Rezeptors konnten wir zeigen, dass der C-
terminale Bereich von GPCRs nicht nur eine wichtige Determinante für die 
Selektivität der PP1 darstellt, sondern tiefgreifende Konsequenzen für die Dynamik 






Carboxyl-Terminal Receptor Domains Control the Differential 
Dephosphorylation of Somatostatin Receptors  
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We have recently identified protein phosphatase 1 (PP1) as G protein-
coupled receptor (GPCR) phosphatase for the sst2 somatostatin receptor using 
siRNA knockdown screening. By contrast, for the sst5 somatostatin receptor we 
identified protein phosphatase 1 (PP1) as GPCR phosphatase using the same 
approach. We have also shown that sst2 and sst5 receptors differ substantially in the 
temporal dynamics of their dephosphorylation and trafficking patterns. Whereas 
dephosphorylation and recycling of the sst2 receptor requires extended time periods 
of 30 min, dephosphorylation and recycling of the sst5 receptor is completed in less 
than 10 min. Here, we examined which receptor domains determine the selection of 
phosphatases for receptor dephosphorylation. We found that generation of tail-swap 
mutants between sst2 and sst5 was required and sufficient to completely reverse the 
patterns of dephosphorylation and trafficking of these two receptors. In fact, siRNA 
knockdown confirmed that the sst5 receptor carrying the sst2 tail is predominantly 
dephosphorylated by PP1, whereas the sst2 receptor carrying the sst5 tail is 
dephosphorylated by PP1. Thus, GPCR phosphatase specificity of individual 
somatostatin receptor subtypes is primarily determined by their different carboxyl-
terminal receptor domains. This phosphatase specificity has in turn profound 
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The signaling output of G protein-coupled receptors (GPCRs) is desensitized 
by mechanisms involving phosphorylation, ß-arrestin binding and internalization. 
GPCR signaling is resensitized by mechanisms involving dephosphorylation, but 
details about the phosphatases responsible are generally lacking. We and others 
have recently succeeded in identifying bona fide GPCR phosphatases for a number 
of receptors using a combined approach of phosphosite-specific antibodies and 
siRNA screening in HEK293 cells. First, we identified protein phosphatase 1 (PP1) 
as GPCR phosphatase for the sst2 somatostatin receptor [1]. Second, we identified 
PP1 as GPCR phosphatase for the µ-opioid receptor and the sst5 somatostatin 
receptor [2] [3]. Third, more recently Gehret and Hinkle identified PP1 as GPCR 
phosphatase for the thyrotropin-releasing hormone receptor [4]. All of the above 
observations were made in a similar cellular background. This suggests that a given 
GPCR may recruit its specific PP1 isoform for rapid dephosphorylation with 
remarkable selectivity. However, it is not known which GPCR domain directs the 
engagement of specific PP1 isoforms to the receptor.  
Here, we have addressed this question using the closely-related sst2 and sst5 
somatostatin receptors. The sst2 and sst5 receptors exhibit a high degree of 
homology in their transmembrane domains but exhibit divergent carboxyl-terminal 
tails. Both the sst2 and the sst5 receptor are pharmacological relevant targets for 
clinically-used drugs [5] [6] [7] [8] [9] but the two receptors exhibit strikingly different 
phosphorylation and trafficking patterns. The sst2 receptor is a prototypical class B 
receptor that is phosphorylated at a cluster of at least six carboxyl-terminal serine 




complex with ß-arrestin that co-internalize into the same endocytic vesicles. 
Consequently, the sst2 receptor recycles slowly [1] [10] [11]. By contrast, the sst5 
receptor is a prototypical class A receptor in that its endocytosis is regulated by a 
single phosphorylation at T333. The sst5 receptor then forms relatively unstable ß-
arrestin complexes that dissociate at or near the plasma membrane. The receptor 
internalizes without ß-arrestin and recycles rapidly [2] [12]. Here, we show that a tail-
swap mutation of sst2 and sst5 receptors is required and sufficient to completely 






Materials and Methods 
 
Reagents, plasmids and antibodies. SS-14 was obtained from Bachem 
(Weil am Rhein, Germany). DNA for HA-tagged human sst2 and sst5 receptor, 2-5- 
and 5-2-chimaera were generated via artificial gene synthesis and cloned into 
pcDNA3.1 by imaGenes (Berlin, Germany). The human HA-tagged sst2 receptor was 
obtained from UMR cDNA Resource Center (Rolla, MO). The phosphorylation-
independent rabbit monoclonal anti-sst2 antibody {UMB-1} and anti-sst5 antibody 
{UMB-4} were obtained from Epitomics. The phosphosite-specific sst2A antibodies 
anti-pS341/pS343 {3157}, anti-pT353/pT354 {0521}, anti-pT356/pT359 {0522} and 
phosphosite-specific sst5 antibodies anti-pT333 {3567} as well as the rabbit 
polyclonal anti-HA antibodies were generated and extensively characterized as 
previously described [1] [2].  
Cell culture and transfection. Human embryonic kidney HEK293 cells were 
obtained from the German Resource Centre for Biological Material (DSMZ, 
Braunschweig, Germany). HEK293 cells were grown in DMEM supplemented with 
10% fetal calf serum. Cells were transfected with plasmids using Lipofectamine 2000 
according to the instructions of the manufacturer (Invitrogen, Carlsbad, CA). Stable 
transfectants were selected in the presence of 400 µg/ml G418. Stable cells were 
characterized using radioligand-binding assays, Western blot analysis, and 
immunocytochemistry as described previously. All receptors and chimeras tested 
were present at the cell surface, expressed similar amounts of receptor protein and 






Analysis of receptor internalization by confocal microscopy. Cells were 
grown on poly-L-lysine-coated coverslips overnight. After the appropriate treatment 
with SS-14 at 37 oC, cells were fixed with 4% paraformaldehyde and 0.2% picric acid 
in phosphate buffer (pH 6.9) for 30 min at room temperature and washed several 
times. Specimens were permeabilized and then incubated with anti-sst2A {UMB-1} or 
anti-sst5 antibody {UMB-4} antibodies followed by Alexa488-conjugated secondary 
antibodies. Specimens were mounted and examined using a Zeiss LSM510 META 
laser scanning confocal microscope. 
Western blot analysis. Cells were plated onto 60-mm dishes and grown to 
80% confluence. After treatment with SS-14, cells were lysed in detergent buffer (50 
mM Tris-HCl, pH 7.4, 150 mM NaCl, 5 mM EDTA, 10 mM NaF, 10 mM disodium 
pyrophosphate, 1% Nonidet P-40, 0.5% sodium deoxycholate, 0.1% SDS, 0.2 mM 
phenylmethylsulfonyl fluoride, 10 µg/ml leupeptin, 1 µg/ml pepstatin A, 1 µg/ml 
aprotinin, and 10 µg/ml bacitracin). All phosphorylation and dephosphorylation 
assays were performed at both physiological temperature (37 oC) and at room 
temperature (22 oC) for the indicated time periods. Glycosylated proteins were 
partially enriched using wheat germ lectin-agarose beads as described. Proteins 
were eluted from the beads using SDS-sample buffer for 20 min at 65 °C and then 
resolved on 8 % SDS-polyacrylamide gels. After electroblotting, membranes were 
incubated with phosphosite-specific antibodies anti-pS341/pS343 {3157}, anti-
pT353/pT354 {0521}, anti-pT356/pT359 {0522}, anti-pT333 {3567} at a concentration 
of 0.1 µg/ml followed by detection using enhanced chemiluminescence. Blots were 
subsequently stripped and reprobed with anti-sst2A antibody {UMB-1} or anti-sst5 





β-Arrestin-EGFP mobilization assay. HEK293 cells were seeded onto 35-
mm glass-bottom culture dishes (Mattek, Ashland, MA). The next day, cells were 
transiently cotransfected with 0.2 µg -arrestin-2-EGFP and 2 µg human or chimeric 
somatostatin receptors. After 24 h, cells were transferred onto a temperature-
controlled microscope stage set at 37 °C of a Zeiss LSM510 META laser scanning 
confocal microscope. Images were collected sequentially using single line excitation 
at 488 nm with 515–540-nm band pass emission filters. Saturating concentrations of 
SS-14 were applied directly into the culture medium immediately after the initial 
image was taken. 
Small Interfering RNA Silencing of Gene Expression. Chemically 
synthesized double-stranded siRNA duplexes (with 3' dTdT overhangs) were 
purchased from Qiagen (Hilden, Germany) for the following targets: PP1 catalytic 
subunit (5'-AAGAGACGCTACAACATCAAA-3'), PP1 catalytic subunit (5'- 
ACGAGGATGTCGTCCAGGAA-3' and 5'-GTTCGAGGCTTATGTATCA-3'), PP1 
catalytic subunit (5'-ACATCGACAGCATTATCCAA-3' and 5'-
AGAGGCAGTTGGTCACTCT-3'), and a nonsilencing RNA duplex (5'- 
GCTTAGGAGCATTAGTAAA-3' or 5'-AAA CTC TAT CTG CAC GCT GAC-3'). 
HEK293 cells were transfected with 150 nM siRNA for single transfection or with 100 
nM of each siRNA for double transfection using HiPerFect (Qiagen). Silencing was 
quantified by immunoblotting. All experiments showed protein levels reduced by 
≥80%. 
Data Analysis. Data were analyzed using GraphPad Prism 4.0 software. 
Statistical analysis was carried out with Students t-test as well as with one-way or 
two-way ANOVA followed by the Bonferroni post-test. p-Values of <0.05 were 






The sst2 and sst5 receptors exhibit a high degree of homology, yet these 
somatostatin receptors are dephosphorylated by different PP1 isoforms. To elucidate 
which receptor domains determine this remarkable phosphatase specificity, we first 
constructed tail-swap mutants of these two receptors. In initial studies, we confirmed 
that all receptors were expressed at similar levels on the cell surface, and exhibited 
similar binding and signaling properties (not shown). We then compared agonist-
induced phosphorylation of the wild-type sst2 receptor with that of the sst5-2 receptor 
using phosphosite-specific antibodies for pS341/343, pT353/354 and pT356/359 
(Figure 1, left panel). Phosphorylation at the three sites was not detectable in 
untreated cells. In the presence of SS-14 phosphorylation at all three sites became 
detectable within seconds of agonist exposure in both the sst2
  and the sst5-2 
receptor. Next, we compared agonist-induced phosphorylation of the wild-type sst5 
receptor with that of the sst2-5 receptor using phosphosite-specific antibodies for 
pT333 (Figure 1, right panel). Upon addition of SS-14 T333 phosphorylation occurred 
within a few seconds in both sst5
  and sst2-5 receptors.  
The sst2 receptor and the sst5 receptor dramatically differ in the extent of their 
agonist-induced internalization. In the presence of SS-14, nearly all cell surface sst2 
receptors are removed from the plasma membrane (Figure 2). By contrast, the sst5 
shows only partial receptor internalization with a large proportion of receptors 
remaining at the plasma membrane (Figure 2). Interestingly, swapping the 
cytoplasmic tails completely reversed this trafficking pattern in that the sst5-2 receptor 
revealed complete and the sst2-5 receptor partial endocytosis (Figure 2). We then 




(EGFP) to visualize the patterns of ß-arrestin mobilization in live HEK293 cells. In the 
absence of agonist, ß-arrestin-2-EGFP was uniformly distributed throughout the 
cytoplasm of the cells (Figure 3). The addition of saturating concentrations of SS-14 
to the human sst2 receptor induced a long-lasting redistribution of ß-arrestin-2 from 
the cytoplasm to the plasma membrane resulting in robust fluorescent staining 
outlining the cell shape (Figure 3). The addition of saturating concentrations of SS-14 
to the human sst5 receptor induced a tansient redistribution of ß-arrestin-2 from the 
cytoplasm to the plasma membrane resulting in predominant punctate fluorescent 
staining outlining the cell shape (Figure 3). Again, swapping the cytoplasmic tails led 
to a complete reversal of the ß-arrestin trafficking patterns of these two receptors 
(Figure 3). 
The sst2 receptor and the sst5 receptor also dramatically differ in their patterns 
of dephosphorylation and recycling. Interestingly, dephosphorylation of individual sst2 
phosphate acceptor sites occurs with distinct temporal dynamics. Whereas 
T353/T354 dephosphorylation occurred rapidly, T356/T359 dephosphorylation was 
delayed and S341/S343 dephosphorylation is only observed after extended SS-14 
washout (Figure 4). When sst5-expressing cells were exposed to SS-14 for 5 min, 
washed and then incubated in agonist-free medium, T333 dephosphorylation 
occurred very rapidly (Figure 4). Analysis of chimeric receptor under identical 
conditions showed that transplantation of the sst2 tail to the sst5 receptor led to an 
sst2-like dephosphorylation profile (Figure 4). Conversely, transplantation of the sst5 
tail to the sst2 receptor led to an sst5-like dephosphorylation profile (Figure 4).  
Finally, we elucidated the PP1 specificity of the sst2 receptor and the sst5 
receptor as well as their respective tail-swap mutants. To date, three distinct catalytic 




is involved in sst5 dephosphorylation, we performed siRNA knockdown experiments. 
As depicted in Figure 5, PP1 knockdown resulted in a robust inhibition of sst2 
dephosphorylation. In contrast, transfection of PP1 or PP1 siRNA had no or very 
little effect on sst2 dephosphorylation (Figure 5). For the sst5 receptor only PP1 
knockdown resulted in a robust inhibition of its dephosphorylation, while transfection 
of PP1 or PP1 siRNA had no effect (Figure 5). Interestingly, swapping the 
cytoplasmic tails conferred PP1 specificity to the sst2 receptor and PP1 specificity 
to the sst5 receptor (Figure 5). These results suggest that PP1 specificity of individual 
somatostatin receptor subtypes is primarily determined by their different carboxyl-







Although the regulation of agonist-induced phosphorylation and internalization 
has been studied in detail for many GPCRs, the molecular mechanisms and 
functional consequences of receptor dephosphorylation are far from understood. We 
have recently observed that closely related somatostatin receptor subtypes can be 
dephosphorylated by distinct PP1 isoforms. However, it is not known which GPCR 
domain directs the engagement of specific PP1 isoforms to the receptor. The major 
finding of this study is that carboxyl-terminal regions of different somatostatin 
receptor subtypes is a major determinants for their PP1 selectivity. This conclusion is 
based on the observation that transplantation of the sst2 tail to the sst5 receptor led to 
a predominant dephosphorylation by PP1, whereas transplantation of the sst5 tail to 
the sst2 receptor led to a predominant dephosphorylation by PP1. Moreover, 
swapping the cytoplasmic tails led to a complete reversal of the trafficking profiles of 
these two receptors. 
The remarkable selectivity in the recruitment of specific PP1 catalytic subunits 
to individual somatostatin receptor subtypes is surprising. PP1 catalytic subunits bind 
to their regulatory subunits and some substrates in a mutually exclusive manner 
through a conserved RVxF motif. The three isoforms of the PP1 catalytic subunit 
share greater than 90% sequence identity, including the regions that interact with the 
RVxF sequence [13]. However, neither the human sst2 nor the human sst5 receptor 
has a potential PP1-binding motif in its carboxyl-terminal tail suggesting that 
somatostatin receptors do not bind to PP1 exclusively by the canonical RVxF motif. 
Instead, association of PP1 may occur directly through a noncanonical interaction or 




Such targeting PP1 subunits are prime candidates to bring phosphatases in proximity 
to phosphorylated GPCRs. Nevertheless, the identity of the targeting PP1 subunits 
remains to be elucidated for both sst2 and sst5. 
Somatostatin receptor subtypes exhibit strikingly different ß-arrestin trafficking 
patterns. The sst2 receptor is a prototypical class B receptor that is phosphorylated at 
clusters of carboxyl-terminal serine and threonine residues. In turn the sst2 receptor 
forms stable ß-arrestin complexes, co-internalizes with ß-arrestin and recycles 
slowly. By contrast, sst5 is a prototypical class A receptor in that its endocytosis is 
driven by phosphorylation of a single threonine residue. The sst5 receptor then forms 
unstable ß-arrestin complexes, internalizes without ß-arrestin and recycles rapidly. 
Thus, our finding that swapping the cytoplasmic tails led not only to reversal of the 
PP1 specificity but also to complete reversal of the ß-arrestin trafficking profiles of 
somatostatin receptors suggests a simple model in which fast recycling class A 
receptors are preferentially dephosphorylated by PP1, whereas slow recycling class 
B receptors are preferentially dephosphorylated by PP1. So far only few bona fide 
GPCR phosphatases have been identified [14] [15] [1] [2] [4]. However, it should be 
noted that this hypothesis is supported by our recent observation that the µ-opioid 
receptor, which is a prototypical fast recycling class A receptor, is rapidly 
dephosphorylated by PP1 [3]. 
In conclusion, different GPCRs can recruit specific PP1 isoforms for their rapid 
dephosphorylation with remarkable selectivity. This GPCR phosphatase specificity is 
primarily determined by carboxyl-terminal receptor domains. Recruitment of different 
GPCR phosphatases has in turn profound consequences for the dephosphorylation 
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Figure 1. Agonist-induced phosphorylation of sst2 and sst5 tail-swap 
mutants. Top, Schematic representation of the human wild-type sst2 (depicted in 
grey) and human wild-type sst5 receptors (depicted in black) and their corresponding 
tail-swap mutants. Phosphate acceptor sites targeted for the generation of 
phosphosite-specific antibodies are depicted as circles. Bottom, stably transfected 
HEK 293 cells were exposed to 1 μM SS-14 at room temperature for the indicated 
time periods. Cells were lysed and immunoblotted with the indicated phosphosite-
specific antibodies. Blots were then stripped and reprobed with the phosphorylation-
independent anti-sst5 antibody {UMB-4} or anti-sst2 antibody {UMB-1} to confirm 
equal loading of the gels. Shown are representative results from one of three 
independent experiments. The position of molecular mass markers is indicated on 
the left (in kDa).  
 
Figure 2. Agonist-induced internalization of sst2 and sst5 tail-swap 
mutants. Stably transfected HEK293 cells were treated with 1 µM SS-14 for 5, 15 or 
30 min. Cells were then fixed, stained with the anti-sst2 {UMB-1} or anti-sst5 antibody 
{UMB-4} and examined by confocal microscopy. Shown are representative images 
from one of at least three independent experiments. Scale bar, 20 µm. 
 
Figure 3. Agonist-induced ß-arrestin mobilization of sst2 and sst5 tail-
swap mutants. HEK293 cells were transiently transfected with sst2, sst5, sst2-5 or 
sst5-2 and ß-arrestin-2-EGFP. The distribution of ß-arrestin-2 was visualized 




to the culture medium. Shown are representative images from one of three 
independent experiments. Scale bar, 20 µm.  
 
Figure 4. Dephosphorylation of sst2 and sst5 tail-swap mutants. Stably 
transfected HEK 293 cells were exposed to 1 μM SS-14 for 5 min, washed and 
incubated at room temperature in the absence of agonist for the indicated time 
periods. Cells were lysed and immunoblotted with the indicated phosphosite-specific 
antibodies. Blots were then stripped and reprobed with the phosphorylation-
independent anti-sst5 antibody {UMB-4} or anti-sst2 antibody {UMB-1} to confirm 
equal loading of the gels. Shown are representative results from one of three 
independent experiments. The position of molecular mass markers is indicated on 
the left (in kDa). 
 
Figure 5: PP1 specificity of sst2 and sst5 tail-swap mutants. (A) HEK 293 
cells stably expressing the sst2 receptor or the sst5-2 tail-swap mutant were 
transfected with siRNA targeted to PP1, PP1, PP1 or non-silencing siRNA control 
(SCR) for 72 h and then exposed to 1 μM SS-14 for 5 min. Cells were washed three 
times and then incubated for 0, 15 or 30 min in the absence of agonist. Cells were 
lysed and immunoblotted with anti-pT356/T359 antibody {0522}. Blots were stripped 
and reprobed with the phosphorylation-independent anti-sst2 antibody {UMB-1} to 
confirm equal loading of the gels. (B) HEK 293 cells stably expressing the sst5 
receptor or the sst2-5 tail-swap mutant were transfected with siRNA targeted to PP1, 
PP1, PP1 or non-silencing siRNA control (SCR) for 72 h and then exposed to 1 μM 
SS-14 for 5 min. Cells were washed three times and then incubated for 0, 2 or 5 min 




{3567} antibody. Blots were stripped and reprobed with the phosphorylation-
independent anti-sst5 antibody {UMB-4} to confirm equal loading of the gels. 
Receptor phosphorylation was quantified and expressed as percentage of maximal 
phosphorylation in SCR-transfected cells, which was set at 100%. Data correspond 
to the mean ± SEM from three independent experiments. Results were analyzed by 
two-way ANOVA. (C) siRNA knockdown of PP1 was confirmed by Western blot using 
isoform-specific PP1 antibodies. The positions of molecular mass markers are 
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Die schnelle Dephosphorylierung von GPCRs wird über die PP1β vermittelt. Diese 
Publikation zeigt, dass für die Rezeptor-Dephosphorylierung an der Plasmamembran 
ein Komplex aus PP1β und β-Arrestin1 erforderlich ist. Diese neue Scaffoldfunktion 
von β-Arrestin1 ermöglicht eine effiziente Ausrichtung der PP1β am phosphorylierten 
GPCR. Eine schnelle Dephosphorylierung durch den β-Arrestin1/PP1β-Komplex ist 
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Purpose: Signaling of G protein-coupled receptors (GPCRs) is tightly regulated 
by coordinated phosphorylation of intracellular serine and threonine residues. 
Although the mechanisms of agonist-induced phosphorylation have been deciphered 
for many GPCRs, the regulation of their dephosphorylation remains poorly 
understood. 
Methods: Using a combination of siRNA knock down screening and phosphosite-
specific antibodies, we have recently identified the catalytic subunit  of protein 
phosphatase 1 (PP1) as major constituent of the GPCR phosphatase responsible 
for dephosphorylation of the sst2 somatostatin receptor. However, PP1 targeting 
subunits specifically required for GPCR dephosphorylation have not been identified 
so far. 
Results: Here, we show that siRNA knock down of -arrestin1 strongly inhibits 
sst2 receptor dephosphorylation. Co-immunoprecipiation experiments demonstrate 
that ß-arrestin1 and PP1 exist as constitutive complex that mediates rapid 
dephosphorylation of sst2 receptors at or near the plasma membrane. By contrast, -
arrestin2 is not essential for rapid sst2 receptor dephosphorylation. 
 
Conclusions:  Together, these findings reveal a novel scaffolding function of -
arrestin1 that facilitates efficient targeting of PP1 to phosphorylated GPCRs. 
 
Key words:  somatostatin, somatostatin receptor, G protein-coupled receptor, 







Desensitization of GPCR signaling is essential for maintenance of cellular 
homeostasis. For many GPCRs agonist-dependent regulation involves the 
coordinated phosphorylation of a series of phosphate acceptor sites within the 
carboxyl-terminal tail of the receptor. This phosphorylation facilitates binding of ß-
arrestins, which in turn mediate desensitization of G protein-dependent signaling 1. In 
addition, ß-arrestins serve as scaffold to facilitate receptor internalization and to 
initiate a second wave of signaling 2, 3, 4, 5. However, until now the mechanisms 
involved in the negative feedback regulation of unconventional ß-arrestin-dependent 
signaling remain elusive.  
We have recently used a combination of phosphosite-specific antibodies and 
siRNA screening to identify PP1ß as bona fide GPCR phosphatase for the sst2 
somatostatin receptor 6. Inhibition of PP1ß expression resulted in increased agonist-
driven receptor phosphorylation and facilitated detection of phosphorylated receptors 
at the plasma membrane indicating that PP1ß-mediated dephosphorylation is 
initiated shortly after receptor activation. In addition, we discovered a novel 
mechanism for fine-tuning unconventional ß-arrestin-dependent GPCR signaling. 
Indeed, inhibition of PP1ß expression resulted in a specific enhancement of sst2-
driven ERK activation. Given that arrestin-dependent signaling is initiated by binding 
to phosphorylated receptors, this finding suggests that PP1ß-mediated GPCR 
dephosphorylation limits β-arrestin-dependent signaling by disrupting the ß-arrestin-
GPCR complex.  
PP1 is often composed of a catalytic subunit bound to one or more regulatory 




regulatory PP1 subunits are known 7. PP1 catalytic subunits bind to their regulatory 
subunits and some substrates in a mutually exclusive manner through a conserved 
RVxF motif 8, 9. The three isoforms of the PP1 catalytic subunit share greater than 
90% sequence identity, including the regions that interact with the RVxF sequence. 
However, the human sst2 receptor does not contain a potential PP1-binding motif in 
its carboxyl-terminal tail suggesting that PP1 association may occur indirectly via one 
or more regulatory subunits. However, such PP1 targeting subunits that can bring the 








Materials and Methods 
 
Reagents and antibodies. Somatostatin (SS-14) was obtained from Bachem 
(Weil am Rhein, Germany). The phosphorylation-independent rabbit monoclonal anti-
sst2 antibody {UMB-1} was obtained from Epitomics (Burlingame, CA). The rabbit 
polyclonal phosphosite-specific sst2 antibody anti-pT356/pT359 {0522} was 
generated and extensively characterized previously 10, 11. In addition, the following 
commercially available antibodies were used: rabbit monoclonal anti-PP1β antibody 
(2029-1; Epitomics), goat polyclonal anti-PP1β antibody (sc-6106; Santa Cruz 
Biotechnology, Santa Cruz, CA), goat polyclonal ani-PP1 antibody (sc-6104; Santa 
Cruz Biotechnology) and mouse monoclonal ani-PP1 antibody (sc-7482; Santa 
Cruz Biotechnology), rabbit monoclonal anti-β-arrestin1 antibody (1274-1; Epitomics), 
goat polyclonal anti-β-arrestin1 antibody (sc-9182; Santa Cruz Biotechnology), 
mouse monoclonal anti-β-arrestin2 antibody (sc-13140; Santa Cruz Biotechnology), 
goat polyclonal anti-β-arrestin2 antibody (sc-6387; Santa Cruz Biotechnology), and 
goat polyclonal anti-β-arrestin2 antibody (31294; Epitomics).  
Cell culture and transfection. Human embryonic kidney HEK293 cells were 
obtained from the German Resource Centre for Biological Material (DSMZ, 
Braunschweig, Germany). HEK293 cells were grown in Dulbecco´s modified Eagle´s 
medium supplemented with 10% fetal calf serum in a humidified atmosphere 
containing 10% CO2. Cells were transfected with plasmid encoding for wild-type 
human sst2 somatostatin receptor using Lipofectamine according to the instructions 
of the manufacturer (Invitrogen, Carlsbad, CA). Stable transfectants were selected in 
the presence of 400 µg/ml G418. HEK293 cells stably expressing somatostatin 




analysis, and immunocytochemistry as described previously 12, 13, 14. The level of 
somatostatin receptor expression was 900 fmol/mg membrane protein.  
Immunocytochemistry. Stably transfected HEK293 cells were grown on poly-
L-lysine-coated coverslips overnight. After the appropriate treatment with 1 μM SS-14 
cells were fixed with 4% paraformaldehyde and 0.2% picric acid in phosphate buffer 
(pH 6.9) for 30 min at room temperature and washed several times. Cells were 
permeabilized and then incubated with anti-pT356/pT359 {0522} antibody followed by 
Alexa488-conjugated secondary antibodies (Amersham, Braunschweig, Germany). 
Specimens were mounted and examined using a Zeiss LSM510 META laser 
scanning confocal microscope 15. 
Western blot analysis. Stably transfected HEK293 cells were plated onto 
poly-L-lysine-coated 60-mm dishes and grown to 80% confluence. After the 
appropriate treatment with 1 μM SS-14, cells were lysed in detergent buffer (50 mM 
Tris-HCl, pH 7.4, 150 mM NaCl, 5 mM EDTA, 10 mM NaF, 10 mM disodium 
pyrophosphate, 1% Nonidet P-40, 0.5% sodium deoxycholate, 0.1% SDS) in the 
presence of protease and phosphatase inhibitors Complete mini and PhosSTOP 
(Roche Diagnostics, Mannheim, Germany) and centrifuged at 16,000 x g for 30 min 
at 4 °C. All dephosphorylation assays were performed at room temperature (22 °C). 
When indicated cells were washed three times with 2 ml ice-cold phosphate-buffered 
saline (washout) to remove SS-14. Glycosylated proteins were partially enriched 
using wheat germ lectin-agarose beads as described 16, 17, 18. Proteins were eluted 
from the beads using SDS-sample buffer for 20 min at 65 °C and then resolved on 
8% SDS-polyacrylamide gels. After electroblotting, membranes were incubated with 
the phosphosite-specific antibody anti-pT356/pT359 {0522} at a concentration of 0.1 




(Amersham, Braunschweig, Germany). Blots were subsequently stripped and 
reprobed with anti-sst2 {UMB-1} to confirm equal loading of the gels. Protein bands 
on Western blots were exposed to X-ray film. Films exposed in the linear range were 
then densitized using ImageJ 1.37v. 
Small Interfering RNA (siRNA) Silencing of Gene Expression. Chemically 
synthesized double-stranded siRNA duplexes (with 3’ dTdT overhangs) were 
purchased from Qiagen (Hilden, Germany) for following human mRNA targets: PP1β 
catalytic subunit (5’-TACGAGGATGTCGTCCAGGAA-3’ and 5'-
GTTCGAGGCTTATGTATCA-3'), β-arrestin 1 (5’-AAAGCCTTCTGCGCGGAGAAT-3’ 
and 5'-CTCGACGTTCTGCAAGGTCTA-3'), β-arrestin 2 (5’-
AAGGACCGCAAAGTGTTTGTG-3’ and 5'-CTCGAACAAGATGACCAGGTA-3') and 
a nonsilencing RNA duplex (SCR) (5’-GCTTAGGAGCATTAGTAAA-3’ and 5'-
AAACTCTATCTGCACGCTGAC-3'). HEK293 cells were transfected with 100 nM of 
each siRNA for single or double transfection using HiPerFect (Qiagen) according to 
the instructions of the manufacturer for 3 days. Silencing was quantified by 
immunoblotting. All experiments showed protein levels reduced by ≥ 80%.  
Immunoprecipitation. Cells were plated onto poly-L-lysine-coated 150-mm 
dishes and grown to 80% confluence. After the appropriate treatment with 1 μM SS-
14, cells were lysed in detergent buffer (50 mM Tris-HCl, pH 7.4, 150 mM NaCl, 5 
mM EDTA, 10 mM NaF, 10 mM disodium pyrophosphate, 1% Nonidet P-40, 0.5% 
sodium deoxycholate, 0.1% SDS) in the presence of protease and phosphatase 
inhibitors Complete mini and PhosSTOP (Roche Diagnostics, Mannheim, Germany) 
and centrifuged at 16,000 x g for 30 min at 4 °C. The supernatant was then 
immunoprecipitated with the goat polyclonal anti-PP1β antibody (sc-6106), goat 




(sc-9182) bound to protein A-agarose beads for 2 h at 4 °C. Beads were washed five 
times with detergent puffer, and immunoprecipitates were eluted from the beads with 
SDS-sample buffer for 20 min at 40 °C. Equal amounts of protein of each sample 
were then loaded onto 8% SDS-polyacrylamide gels. After electroblotting, 
membranes were incubated with rabbit monoclonal anti-PP1β antibody (2029-1), 
rabbit monoclonal anti-β-arrestin1 antibody (1274-1) or mouse monoclonal anti-β-
arrestin2 antibody (sc-13140) for 12 h at 4 °C, followed by detection using enhanced 
chemiluminescence detection system (Amersham, Braunschweig, Germany). Blots 
were subsequently stripped and reprobed. Protein bands on Western blots were 
subsequently exposed to X-ray film. 
Data Analysis. Data were analyzed using GraphPad Prism 4.0 software. 
Statistical analysis was carried out with two-way ANOVA followed by the Bonferroni 







Inhibition of PP1ß expression results in an enhancement of sst2 receptor 
phosphorylation in the presence of agonist and a clearly delayed receptor 
dephosphorylation after agonist removal 6. We hypothesized that siRNA knock down 
of relevant PP1ß targeting subunits would result in a similar defect of sst2 
dephosphorylation. Given that PP1ß initiates dephosphorylation directly after 
receptor activation at or near the plasma membrane, we first tested candidates 
known to interact with activated and phosphorylated GPCRs. As depicted in Figure 1, 
inhibition of ß-arrestin1 expression resulted in enhanced receptor phosphorylation 
and delayed dephosphorylation in a manner similar to that observed after knock 
down of PP1ß. Nevertheless, combined siRNA inhibition of PP1ß and ß-arrestin1 did 
not produce an effect exceeding that of either PP1ß or ß-arrestin1 knock down alone 
(Figure 1).  
We have previously observed that inhibition of PP1ß expression also results in 
increased detection of phosphorylated receptors at the plasma membrane 6. We 
therefore evaluated the effect of ß-arrestin1 siRNA knock down on the subcellular 
distribution of phosphorylated sst2 receptors in SS-14-treated cells. In fact, inhibition 
of ß-arrestin1 expression facilitated detection of phosphorylated sst2 receptors at the 
plasma membrane already 5 min after agonist exposure (Figure 2). This enhanced 
ability to detect phosphorylated sst2 receptors at the plasma membrane persisted 
throughout the 15 min treatment period. Again, siRNA inhibition of PP1ß mimicked 
the effect of ß-arrestin1 knock down (Figure 2). In contrast, ß-arrestin2 knock down 
did not result in an enhanced detection of phosphorylated sst2 receptor at the plasma 




dramatically change the rate of sst2 receptor internalization (Suppl. Figure 1). These 
results strongly suggest that both PP1ß and ß-arrestin1 are required for rapid sst2 
receptor dephosphorylation at or near the plasma membrane and that this process is 
initiated immediately after receptor activation. 
If ß-arrestin1 would function as targeting subunit for PP1β, both proteins would 
be expected to interact in sst2-expressing HEK293 cells. We therefore used co-
immunoprecipiation assays to demonstrate an interaction between endogenously 
expressed PP1β and ß-arrestin1. First, we immunoprecipitated PP1ß using a goat 
polyclonal antibody, which allowed for unequivocal detection of PP1ß in immunoblots 
with a rabbit monoclonal antibody (Figure 3A and Suppl. Figure 2). Interestingly, β-
arrestin1 was detectable with a rabbit monoclonal antibody in PP1ß 
immunoprecipitates from SS14-treated as well as from untreated cells (Figure 3A). 
Surprisingly, β-arrestin2 was also specifically detected in PP1ß immunoprecipitates 
with a mouse monoclonal anti-β-arrestin2 antibody (Figure 3A). Conversely, 
immunoprecipitation of ß-arrestin1 facilitated detection of both PP1ß and ß-arrestin2 
in immunoblots (Figure 3B). By contrast, when PP1 was immunoprecipitated with a 
goat polyclonal antibody, β-arrestin1 was not detectable under otherwise identical 
conditions suggesting that the ß-arrestin1-PP1ß interaction is selective (Figure 3C).  
The presence of ß-arrestin2 in PP1ß and ß-arrestin1 immunoprecipitates 
suggests that these three proteins exist as constitutive complexes. If ß-arrestin2 
would directly interact with PP1ß, inhibition of ß-arrestin2 expression would be 
expected to result in a similar defect of sst2 dephosphorylation as that observed after 
siRNA knock down of ß-arrestin1 or PP1ß. As depicted in Figure 4, inhibition of ß-




agonist nor delay receptor dephosphorylation after agonist removal. These findings 







The signaling output of GPCRs is desensitized by mechanisms involving 
phosphorylation, ß-arrestin binding and internalization. GPCR signaling is 
resensitized by mechanisms involving dephosphorylation and recycling, but details 
about the phosphatases responsible are generally lacking. This lack of information 
has led to the prevailing view that GPCR dephosphorylation is an unspecific and 
unregulated process. Progress has been hampered by the mandatory use 
radioactive dephosphorylation assays and the limited availability of selective 
chemical phosphatase inhibitors. We and others have recently succeeded in 
identifying bona fide GPCR phosphatases for a number of receptors using a 
combined approach of phosphosite-specific antibodies and siRNA screening in 
HEK293 cells 6, 19, 20, 21, 22. First, we identified protein phosphatase 1 (PP1) as 
GPCR phosphatase for the sst2 somatostatin receptor 
6. Second, we identified PP1 
as GPCR phosphatase for the µ-opioid receptor and the sst5 somatostatin receptor 
22. Third, more recently Gehret and Hinkle identified PP1 as GPCR phosphatase for 
the thyrotropin-releasing hormone receptor. All of the above observations were made 
in a similar cellular background. This suggests that a given GPCR may recruit its 
specific PP1 isoform for rapid dephosphorylation with remarkable selectivity. 
However, it is not known which targeting subunits direct the engagement of catalytic 
PP1 subnits to the phosphorylated GPCRs. 
The major finding of this study is that ß-arrestin1 and PP1 exist as 
constitutive complex that mediates rapid dephosphorylation of sst2 receptors at or 
near the plasma membrane. This suggests a novel scaffolding function of -arrestin1 




regulating the rate of GPCR resensitization. In addition to its role in receptor 
resensitization, PP1 is likely to have a function in fine-tuning of unconventional ß-
arrestin-dependent GPCR signaling. Indeed, we have recently observed that 
inhibition of PP1ß expression resulted in a robust increase in β-arrestin-dependent 
ERK activation that was specifically mediated via the agonist-activated sst2 receptor 
6. This effect was selective and not seen after exposure to EGF or after inhibition of 
PP1α or PP1γ expression under identical condtions. This suggests that receptor 
dephosphorylation by PP1ß leads to disruption of the GPCR-ß-arrestin complex and, 
hence, facilitates termination of ß-arrestin-dependent signaling. 
More recent work using the conformation-specific nanobody Nb80 detected 
two temporally and spatially separated waves of β2AR signaling through Gs 23. Nb80 
was recruited to the active receptor at the cell membrane as well as at the membrane 
of intracellular vesicles but not to clathrin-coated pits where β2AR is bound to 
β­arrestin. Thus, the present findings suggest a simple model in that rapid PP1-
mediated dephosphorylation would allow the initiation of a second wave of 
endosomal G protein signaling by facilitatating the release of ß-arrestin from 
phosphorylated GPCRs.  
In conclusion, we identify ß-arrestin1 as first PP1 targeting subunit required for 
rapid PP1ß-mediated GPCR dephosphorylation. GPCR dephosphorylation by the ß-
arrestin1-PP1ß complex is a highly regulated process that is initiated immediately 
after receptor activation/phosphorylation. We propose that rapid GPCR 
dephosphorylation by PP1 is a crucial step in a variety of distinct interdependent 
cellular functions including (I) receptor resensitization, (II) termination of ß-arrestin 
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Figure 1: β-arrestin1 is required for rapid sst2 receptor 
dephosphorylation. (Top) HEK293 cells stably expressing sst2 receptor were 
transfected with 100 nM siRNA targeted to PP1β, β-arrestin1 or a nonsilencing RNA 
(SCR) for 72 h and than exposed to 1 µM SS-14 for 5 min. Cells were washed three 
times with ice-cold PBS, and then incubated in the absence of agonist for 0, 15 or 30 
min in culture medium (washout) at room temperature (22 °C). Cells were lysed and 
immunoblotted with anti-pT356/pT359 antibody (upper panel). Blots were stripped 
and reprobed with the phosphorylation-independent anti-sst2 receptor antibody UMB-
1 (lower panel) to confirm equal loading of the gels. pT356/pT359 phosphorylation 
was quantified and expressed as percentage of maximal phosphorylation in SCR-
transfected cells, which was set at 100%. Phosphorylation levels were normalized to 
total receptor loading in each lane. Data correspond to the mean ± SEM from six 
independent experiments. Data was analyzed by two-way ANOVA followed by the 
Bonferroni post-test (*, p < 0.05) compared to the corresponding time point in SCR 
transfected cells. Note that PP1ß and β-arrestin1 knockdown resulted in enhanced 
receptor phosphorylation and delayed receptor dephosphorylation. (Bottom) siRNA 
knockdown of PP1β and β-arrestin1 was confirmed by Western blot. The positions of 
molecular mass markers are indicated on the left (in kDa). 
 
Figure 2: PP1β and β-arrestin1 are required for sst2 dephosphorylation at 
the plasma membrane. HEK293 cells stably expressing sst2 receptor were 
transfected with nonsilencing RNA (SCR, first panel), PP1β (second panel), β-




SS-14 for 0, 5 or 15 min. Cells were fixed, immunofluorescently stained with anti-
pT356/pT359 antibody, and examined by confocal microscopy. Shown are 
representative images from one of three independent experiments performed in 
duplicate. Scale bar, 20 μm. 
 
Figure 3: PP1β and β-arrestin1 exist as constitutive complex. (A) HEK293 
cells stably expressing sst2 receptors were either not exposed (-) or exposed (+) to 
1 µM SS-14 for 5 min. Cells were lysed and PP1ß was immunoprecipitated (IP) with 
the goat polyclonal anti-PP1β antibody and then immunoblotted (IB) with rabbit 
monoclonal anti-PP1β antibody (upper panel), rabbit monoclonal anti-β-arrestin1 
antibody (middle panel), or mouse monoclonal anti-β-arrestin2 antibody (lower 
panel). Note that both β-arrestin1 and β-arrestin2 were present in PP1β 
immunoprecipitates. Arrowhead indicates non-specific band that is also detected in 
samples without lysate. Presence of equal amounts of PP1β in lysates (input) was 
confirmed by immunoblot (bottom panel). Three additional experiments gave similar 
results. (B) HEK293 cells stably expressing sst2 receptors were either not exposed (-) 
or exposed (+) to 1 µM SS-14 for 5 min. Cells were lysed and β-arrestin1 was 
immunoprecipitated (IP) with the goat polyclonal anti- β-arrestin1 antibody and then 
immunoblotted (IB) with rabbit monoclonal anti-β-arrestin1 antibody (upper panel), 
rabbit monoclonal anti-PP1β antibody (middle panel), or mouse monoclonal anti-β-
arrestin2 antibody (lower panel). Note that both PP1β and β-arrestin2 were present in 
β-arrestin1 immunoprecipitates. Presence of equal amounts of PP1β in lysates 
(input) was confirmed by immunoblot (bottom panel). Two additional experiments 
gave similar results. (C) HEK293 cells stably expressing sst2 receptors were either 




was immunoprecipitated (IP) with the goat polyclonal anti-PP1 antibody and then 
immunoblotted (IB) mouse monoclonal ani-PP1 antibody (upper panel) or with 
rabbit monoclonal anti-β-arrestin1 antibody (lower panel). Note that β-arrestin1 was 
not detected in PP1 immunoprecipitates. Presence of equal amounts of PP1 in 
lysates (input) was confirmed by immunoblot (bottom panel). Representative results 
from three independent experiments are shown. The positions of molecular mass 
markers are indicated on the left (in kDa).  
 
Figure 4: β-arrestin2 is not essential for sst2 receptor dephosphorylation. 
(Top) HEK293 cells stably expressing sst2 receptor were transfected with 100 nM 
siRNA targeted to PP1β, β-arrestin2 or a nonsilencing RNA (SCR) for 72 h and than 
exposed to 1 µM SS-14 for 5 min. Cells were washed three times with ice-cold PBS, 
and then incubated in the absence of agonist for 0, 15 or 30 min in culture medium 
(washout) at room temperature (22 °C). Cells were lysed and immunoblotted with 
anti-pT356/pT359 antibody (upper panel). Blots were stripped and reprobed with the 
phosphorylation-independent anti-sst2 receptor antibody UMB-1 (lower panel) to 
confirm equal loading of the gels. pT356/pT359 phosphorylation was quantified and 
expressed as percentage of maximal phosphorylation in SCR-transfected cells, 
which was set at 100%. Phosphorylation levels were normalized to total receptor 
loading in each lane. Data correspond to the mean ± SEM from six independent 
experiments. Data was analyzed by two-way ANOVA followed by the Bonferroni 
post-test (*, p < 0.05) compared to the corresponding time point in SCR transfected 
cells. Note that PP1ß but not β-arrestin2 knockdown resulted in enhanced receptor 




knockdown of PP1β and β-arrestin2 was confirmed by Western blot. The positions of 










































Supplemental Figure 1: Rate of sst2 receptor internalization. HEK293 cells 
stably expressing the HA-tagged sst2 receptor were seeded onto poly-L-lysine-
treated 24-well plates. The next day, cells were transfected with 100 nM siRNA 
targeted to PP1β, PP1α, β-arrestin1, β-arrestin2 or a nonsilencing RNA (SCR) for 72 
h. In the next step, cells were preincubated with 1 µg/ml anti-HA antibody for 2 h at 4 
°C. After the appropriate treatment with SS-14 at 37 oC, cells were fixed and 
incubated with peroxidase-conjugated anti-rabbit antibody for 2 h at room 
temperature. After washing, the plates were developed with ABTS solution and 
analyzed at 405 nm using a microplate reader. Receptor sequestration, quantified as 
the percent loss of cell-surface receptors in agonist-treated cells. Data are presented 










Supplemental Figure 2: Antibody specificity. HEK293 cells stably 
expressing sst2 receptor were transfected with 100 nM siRNA targeted to PP1β, 
PP1α, β-arrestin1, β-arrestin2 or a nonsilencing RNA (SCR) for 72 h. Cells were 
lysed and immunoblotted (IB) with goat polyclonal anti- β-arrestin1 antibody (sc-
9182; Santa Cruz Biotechnology) and rabbit polyclonal anti- β-arrestin1 antibody 
(1274-1; Epitomics) (first panel), goat polyclonal anti- β-arrestin2 (sc-6387; Santa 
Cruz Biotechnology and 31294; Epitomics) and mouse polyclonal anti- β-arrestin2 
(sc-13140; Santa Cruz Biotechnology) (second panel), goat polyclonal anti-PP1β 
antibody (sc-6106; Santa Cruz Biotechnology) and rabbit monoclonal anti-PP1β 
antibody (2029-1; Epitomics) (third panle) or goat polyclonal anti-PP1 antibody (sc-
6104; Santa Cruz Biotechnology) and mouse polyclonal anti-PP1 antibody (sc-
7482; Santa Cruz Biotechnology) (fourth panel). The position of molecular mass 







Die Familie der GPCRs stellt die größte Gruppe der Signalproteine dar und zählt zu 
den wichtigsten Zielstrukturen in der heutigen Arzneimittelwelt. Die Entwicklung 
neuer Medikamente gegen GPCRs ist getrieben von der Suche nach Verbindungen, 
welche nanomolare und subnanomolare Bindungsaffinitäten aufweisen. Immer mehr 
deutet darauf hin, dass für viele GPCRs mehrere aktive Konformationen existieren 
und somit selektiv spezifische Signalwege aktiviert werden können. Die 
Desensitisierung des GPCR-Signals ist essentiell für die Aufrechterhaltung der 
zellulären Homöostase. Viele GPCRs werden agonist-abhängig über die 
Phosphorylierung von einer Reihe von Phospho-Akzeptorstellen im C-Terminus des 
Rezeptors koordiniert. Diese Phosphorylierungen erleichtern die Bindung von β-
Arrestin und führen zur Desensitisierung der G-Protein-abhängigen 
Signaltransduktion (Krupnick and Benovic, 1998). β-Arrestin dient darüber hinaus als 
Scaffold- und Adapterprotein und ist somit in der Lage die Rezeptor-Internalisierung 
zu erleichtern und eine zweite Welle der Signaltransduktion auszulösen (DeFea, 








4.1.1 Agonist-selektive Phosphorylierung durch verschiedene  
Somatostatin-Analoga 
 
Die Synthese neuer Pan-Somatostatin-Analoga war bisher darauf gerichtet, 
Substanzen zu entwickeln, die möglichst hohe Affinitäten zu möglichst vielen 
Somatostatin-Rezeptoren haben. Die klinische Entwicklung von Pasireotid war von 
der Idee getrieben, eine Nachfolgesubstanz für Octreotid zu liefern, die Octreotid-




Somatostatin-Rezeptoren besitzt. Das sollte die Möglichkeit eröffnen, Pasireotid bei 
allen Octreotidindikationen und in Situationen zu verwenden, in denen Octreotid nicht 
oder nur eingeschränkt einsetzbar ist, wie beim Cushing-Syndrom und der 
Octreotidresistenz (Boscaro et al., 2009; Colao et al., 2012; Feelders and Hofland, 
2013).  
Durch die Erzeugung phospho-spezifischer sst2-Antikörper konnte u.a. durch die 
vorliegende Arbeit erstmals gezeigt werden, dass Pasireotid den sst2-Rezeptor in 
eine andere aktive Konformation als Octreotid oder Somatostatin zwingt (Nagel et al., 
2011; Manuskript I). Der Pasireotid-aktivierte sst2-Rezeptor wird in einer 
Konformation gehalten, die ein schlechtes Substrat für die Phosphorylierung durch 
GRK 2 oder GRK 3 darstellt, so dass der Rezeptor nicht oder nur teilweise 
phosphoryliert werden kann (Nagel et al., 2011; Poll et al., 2010). Da GRKs selektiv 
die aktive Rezeptorkonformation erkennen, kann man die GRK-vermittelte 
Phosphorylierung eines Rezeptors als ein direktes Maß für die Rezeptoraktivierung 
ansehen. Der Vergleich von Affinität und Rezeptor-Phosphorylierung zeigt, dass 
Octreotid sowie Somatoprim in der Lage sind eine robuste Phosphorylierung, 
vergleichbar mit Somatostatin, am sst2-Rezeptor auszulösen. Pasireotid hingegen 
bewirkt trotz hoher Affinität nur eine limitierte Aktivierung und Phosphorylierung. Im 
Vergleich zu Octreotid und Somatoprim scheint Pasireotid nach diesen Ergebnissen 
ein Partialagonist am sst2-Rezeptor zu sein.  
Rezeptoraktivierung direkt messen zu können, ist ein grundlegendes 
pharmakologisches Problem. Es ist nicht ausreichend, die Bestimmung der Affinität 
von neuen Substanzen als alleiniges Kriterium für deren weitere Entwicklung 
heranzuziehen. Die Entwicklung phospho-spezifischer Antikörper für GPCRs stellt 
jedoch eine enorme Herausforderung dar. Wir haben deshalb eine sst5-2-
Rezeptorchimäre hergestellt, eine sogenannte Tail-Swap-Mutante, bei welcher der 
C-Terminus des sst5-Rezeptors durch den C-Terminus des sst2-Rezeptors ersetzt 
wurde. Dadurch werden die Bindungseigenschaften des sst5-Rezeptors nicht 
verändert. Dieses Vorgehen erlaubt die Verwendung der phospho-sst2 Antikörper zur 
Messung der sst5-Aktivierung. Mit Hilfe der sst5-2-Rezeptorchimäre war es erstmals 
möglich die Rezeptoraktivierung des sst5 zu charakterisieren. Unsere Ergebnisse 
zeigen, dass sich Pasireotid am sst5-2-Rezeptor wie Octreotid am sst2-Rezeptor 
verhält, was mit einer hohen sst5-Aktivität korreliert. Octreotid und Somatoprim 




neu erzeugten phospho-sst5 Antikörper validiert. Sie zeigen, dass neben 
Somatostatin auch Pasireotid in der Lage ist den Rezeptor zu phosphorylieren. Die 
Untersuchungen der G-Protein-Kopplung über die GTPS-Bindungsstudien zeigten, 
dass anders als im Phosphorylierungsassay Pasireotid die GTPS-Bindung ähnlich 
stark stimuliert wie Octreotid oder Somatoprim. Das deutet darauf hin, dass 
Pasireotid ein G protein-biased ligand ist. Im Gegensatz dazu, zeigte Octreotid eine 
geringere GTPS-Bindung in sst5- und sst5-2-Rezeptor exprimierenden Zellen als 
Pasireotid und Somatoprim. Octreotid ist somit ein schwacher Partialagonist am sst5- 
und sst5-2-Rezeptor.  
Die Ergebnisse zeigen deutlich, dass der sst2-C-Terminus zur Messung der 
Aktivierung anderer GPCRs eingesetzt werden kann. Wir haben anschließend dieses 
Modell verwendet, um die Rezeptor-Aktivierung der sst3-2-Rezeptorchimäre zu 
untersuchen. Wir konnten zeigen, dass Pasireotid im Gegensatz zu Octreotid in der 
Lage ist, eine robuste Phosphorylierung an den S341/S343 und den T356/T359 am 
hervorzurufen. Im Gegensatz dazu konnte Somatoprim eine leichte Phosphorylierung 
am sst3-2-Rezeptor induzieren. Pasireotid bewirkt eine geringere Internalisierung des 
sst2-Rezeptors als Octreotid. Am sst3-Rezeptor induziert Pasireotid jedoch eine 
stärkere Internalisierung als Octreotid. Diese Ergebnisse der Rezeptor-Aktivierung 
der sst3-2-Rezeptorchimäre korrelieren ebenfalls sehr gut mit den 
Internalisierungsdaten des Wildtyp-sst3-Rezeptors. 
Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass der sst2-C-Terminus als Sonde 
zur Messung der Aktivierung anderer GPCRs eingesetzt werden kann. Dieses Modell 
kann nicht nur verwendet werden, um die Fähigkeit ausgewählter Somatostatin-
Analoga zur Aktivierung anderer Somatostatin-Rezeptoren zu bestimmen, sondern 
ist genauso gut auch auf andere GPCRs und Liganden anwendbar.  
 
 
4.1.2 Physiologische Relevanz 
 
Im Hinblick auf die klinische Relevanz könnte unserem Assay ein quantitatives 
ELISA-Verfahren angepasst werden, wodurch ein Screening mit einer großen Anzahl 
von Liganden möglich ist (Ghosh and Schonbrunn, 2011). Natürlich ist hierbei nicht 




Somit ist es in jedem Fall nötig eine funktionelle Analyse solcher chimärer 
Rezeptoren durchzuführen. Im Weiteren ergaben unsere Studien wertvolle und 
bisher unbeachtete Informationen über Somatostatin-Analoga die sich zur Zeit in der 
klinischen und präklinischen Prüfung befinden. Pasireotid zeigte eine hohe 
agonistische Aktivität am sst5-Rezeptor, aber nur schwache partialagonistische 
Eigenschaften am sst2-Rezeptor. Octreotid hingegen ist ein voller Agonist am sst2-
Rezeptor zeigt aber praktisch keine agonistische Aktivität am sst5-Rezeptor. Folglich 
sollte Pasireotid als bevorzugender sst5- und Octreotid als bevorzugter sst2-Ligand 
klassifiziert werden. Im Gegensatz dazu ist Somatoprim ein potenter Agonist am sst2- 
und sst5-Rezeptoren. Daraus ergibt sich womöglich ein neuer klinischer Einsatz von 
Somatoprim, welches die GH-Freisetzung in Patienten, die nicht auf Octreotid 
ansprechen, hemmen könnte (Plockinger et al., 2012). 
In diesem Zusammenhang erscheint Pasireotid einzigartig. Die funktionelle 
Selektivität von Pasireotid am sst2-Rezeptor ist vergleichbar mit der von Morphin, 
welches den μ-Opioid-Rezeptor aktiviert ohne das er internalisiert wird. Am μ-Opioid-
Rezeptor wird die agonist-selektive Phosphorylierung über verschiedene GRKs 
vermittelt (Just et al. 2013; Doll et al., 2012; Doll et al., 2011). Die Morphin-vermittelte 
Phosphorylierung wird hier vorzugsweise durch GRK 5 und bei hoch potenten 
Agonisten bevorzugt durch GRK 2 und GRK 3 katalysiert (Doll 2012). Solche 
agonisten-selektive Phosphorylierungen über verschiedene GRKs konnten jedoch 
nicht für den sst2-Rezeptor gezeigt werden (Poll et al., 2010).  
In diesem Kontext betrachtet, ist die Phosphorylierung des sst2-Rezeptors 
bemerkenswerterweise agonist- und speziesabhängig. SS-14 und Octreotid fördern 
die Phosphorylierung von allen sechs C-terminalen Serin- und Threoninresten (S341, 
S343, T353, T354, T356 und T359), sowohl in der Ratte als auch beim Menschen 
(Nagel et al., 2011; Manuskript I). Im Gegensatz dazu zeigt Pasireotid keine 
wesentliche Phosphorylierung und Internalisierung am Ratten sst2-Rezeptor, ist aber 
am humanen sst2-Rezeptor in der Lage S341 und S343 selektiv zu phosphorylieren 
und den Rezeptor teilweise zu internalisieren (Nagel et al., 2011; Manuskript I). 
Diese Phosphorylierungsmuster gehen mit einer unterschiedlichen Spezies-
selektiven β-Arrestin-Rekrutierung einher. So kommt es nach Pasireotid durch 
Stimulation am humanen sst2-Rezeptor in HEK293-Zellen zu einer erleichterten β-
Arrestin-Mobilisierung (Lesche et al., 2009), am Ratten sst2-Rezeptor bleibt die β-




14 und Octreotid eine robuste β-Arrestin-Mobilisierung sowohl am Ratte als auch am 
humanen sst2-Rezeptor (Lesche et al., 2009; Liu et al., 2008; Tulipano et al., 2004). 
Interessanterweise führt eine Überexpression von GRK 2 oder GRK 3, nicht aber 
GRK 5, nach Stimulation mit Pasireotid zu einer T356/T359-Phosphorylierung, β-
Arrestin-Mobilisierung und Internalisierung des Ratte sst2-Rezeptors (Poll et al., 
2010).  
Angesichts der großen Homologie der Somatostatin-Rezeptoren zwischen Mensch 
und Ratte ist die Selektivität von Pasireotid beeindruckend. Mit Hilfe von 
Punktmutanten konnten die Aminosäuren 27, 30, 163 und 164 des humanen sst2-
Rezeptors, welche für die Pasireotid-induzierte S341/S343-Phosphorylierung und 
Internalisierung entscheidend sind, identifiziert werden (Nagel et al., 2011). Kommt 
es zum Austausch dieser Aminosäuren zwischen dem Ratten und humanen sst2-
Rezeptor, so wird der Ratten sst2-Rezeptor nach Stimulation durch Pasiretotid an 
den Stellen S341/S343 phosphoryliert und anschließend internalisiert, wohingegen 
die Internalisierung des humanen sst2 gehemmt wird (Nagel et al., 2011). 
Vergleichend dazu kommt es nach Stimulation mit SS-14 und Octreotid zu einer 
vollständigen Phosphorylierung und Internalisierung beider Rezeptor-Mutanten. Dies 
führt zu dem Schluss, dass Pasireotid den sst2-Rezeptor über einen molekularen 
Schalter aktiviert, welcher sich strukturell und funktionell von der Octreotid-
vermittelten sst2-Rezeptor-Aktivierung unterscheidet.  
Die agonist-selektive Phosphorylierung und Internalisierung wurde nicht nur in stabil 
Somatostatin-Rezeptor exprimierenden HEK293-Zellen beobachtet, sondern auch in 
endogen exprimierenden Zelllinen wie GH3, INS oder AR42J (Cescato et al., 2010; 
Kao et al., 2011; Poll et al., 2010). So kommt es ebenfalls zu einer agonist-selektiven 
Phosphorylierung und Internalisierung des sst2-Rezeptors im Pankreas und in der 
Hypophyse der Ratte nach Octreotid oder Pasireotid Applikation in vivo (Poll et al., 
2010). Steigende Konzentrationen von Pasireotid sind ebenfalls in der Lage die 
Phosphorylierung und Internalisierung des sst2-Rezeptors, nach vollständiger 
Aktivierung durch SS-14 oder Octreotid, zu hemmen. Dies deutet wiederum 
daraufhin, dass Pasireotid ein partieller Agonist am sst2-Rezeptor ist (Poll et al., 
2010; Manuskript I). Kürzlich wurde die Phosphorylierung von S341/S343 auch in 
Proben neuroendokriner Tumore von Patienten, die mit Octreotid-behandelt worden 




Bemerkenswert ist auch die agonisten-selektive Phosphorylierung des sst5-
Rezeptors. SS-14 führt zu einer schnellen und konzentrationsabhängigen T333-
Phosphorylierung (Petrich et al., 2013; Manuskript I). Der Multirezeptor-Agonist 
Pasireotid, sowie die sst5-selektiven Liganden L-817 und L-818 fördern ebenfalls 
eine deutlich nachweisbare T333-Phosphorylierung. Im Gegensatz dazu ist Octreotid 
nicht in der Lage eine vergleichbare Phosphorylierung hervorzurufen. Allerdings ist 
keine der genannten Verbindungen mit dem natürlichen Liganden SS-14 
vergleichbar. Ein ähnliches Ausmaß an Phosphorylierung zeigt nur der sst5-selektive 
Agonist BIM-23268 (Shimon et al., 1997).  
 
 




4.2.1 Spezifität der Proteinphosphatase 1 
 
Unsere und anderen Arbeitsgruppen ist es in den letzten Jahren gelungen, mit Hilfe 
von phospho-spezifischen Antikörpern und einem siRNA knock down-Screening in 
HEK293-Zellen eine Reihe von GPCR-Proteinphosphatasen für die 
Dephosphorylierung zu identifizieren (Poll et al., 2011; Petrich et al., 2013; Ghosh 
and Schonbrunn, 2011; Gehret and Hinkle, 2013; Doll et al., 2012). Hierbei wurde 
von uns die PP1β für den sst2-Rezeptor (Poll et al., 2011) und die PP1γ für den sst5- 
(Petrich et al., 2013) und μ-Opioid-Rezeptor identifiziert (Doll et al., 2012). Gehret 
und Hinkel (2013) identifizierten kürzlich PP1α als GPCR-Proteinphosphatase für 
den TRH-Rezeptor (Gehret and Hinkle, 2013). Im Vergleich zur Regulation der 
agonist-induzierten Phosphorylierung und Internalisierung vieler GPCRs sind die 
molekularen Mechanismen und funktionellen Konsequenzen der GPCR-
Dephosphorylierung weitestgehend unverstanden.  
Gegenwärtig steht unter anderem das Zusammenspiel von Rezeptor-Internalisierung 
und Dephosphorylierung im Fokus. So wurde für die Resensitisierung des Klasse A 
β2AR schon vor mehr als einem Jahrzehnt angenommen, dass die 




stattfindet, und der Rezeptor daraufhin wieder zurück zur Plasmamembran recycelt 
wird (Rockman et al., 2002). Hierbei scheint das saure Milieu des Endosoms 
entscheidend für die Aktivität der PP2A zu sein (Krueger et al., 1997). In diesem 
Zusammenhang deuteten mehrere Studien darauf hin, dass im Endosom weniger 
phosphorylierte als desensitisierte Rezeptoren an der Plasmamembran vorhanden 
sind (Barak et al., 1994; Sibley et al., 1986). In isolierten Vesikeln konnte eine höhere 
Proteinphosphatase-Aktivität als an der Plasmamembran nachgewiesen werden. Die 
Untersuchungen legten nahe, dass die Internalisierung essentiell für die 
Dephosphorylierung und Resensitisierung des β2AR ist. Dies unterstützte die 
Theorie, dass die Dephosphorylierung im Endosom und nicht an der 
Plasmamembran stattfindet (Sibley et al., 1986; Yu et al., 1993; Zhang et al., 1999; 
Zhang et al., 1997; Krueger et al., 1997). In früheren Studien wurde jedoch auch 
schon gezeigt, dass eine Hemmung der Internalisierung nicht zu einer Blockierung 
der Rezeptor-Resensitisierung führt (Pippig et al., 1995). Aufgrund mangelnder 
Techniken war es jedoch schwierig die Resensitisierung an der Plasmamembran 
nachzuweisen. Später konnte gezeigt werden, dass die Hemmung der β2AR-
Internalisierung, durch eine hypertone Saccharose-Lösung oder eine dominant-
negative Dynamin-Mutante die Dephoshorylierung der GRK- und PKA-vermittelten 
Phosphorylierungsstellen im C-Terminus nicht verhindert (Tran et al., 2004; Kelly, 
2006). Diese Untersuchungen zeigten, dass die durch die Dephosphorylierung 
bedingte Internalisierung und Resensitisierung des β2AR zwei unabhängig 
voneinander ablaufende Prozesse sind. Daraus ergab sich die Frage, ob die 
Desensitisierung und die Internalisierung abhängig oder unabhängig voneinander 
verlaufen.  
Am hier untersuchten Klasse B sst2-Rezeptor führte eine Hemmung der 
Dephosphorylierung durch einen siRNA knock down der PP1β, bereits fünf Minuten 
nach dem der Agonist ausgewaschen wurde, zu einer anhaltenden Phosphorylierung 
des Rezeptors an der Plasmamembran (Poll et al., 2011; Manuskript II; Manuskript 
III). Diese zeitlich verlängerte Phosphorylierung bleibt auch nach längerem 
Auswaschen erhalten. Daraus lässt sich schlussfolgern, dass die sst2-Rezeptor-
Dephosphorylierung unmittelbar nach Rezeptor-Aktivierung in oder nahe der 
Plasmamembran initiiert wird. Diese Ergebnisse werden durch frühere Befunde von 
Ghosh et al. (2011), in denen beschrieben wird, dass die Dephosphorylierung von 




and Schonbrunn, 2011). Die Dephosphorylierung ergab hier ein spezifisches Muster. 
Interessanterweise findet die Dephosphorylierung von S341/S343 zeitlich verzögert 
statt und hält bis zu mehr als einer Stunde unter agonisten-freien Bedingungen an 
(Petrich et al., 2013; Manuskript II). Im Gegensatz dazu waren T353/T354 nach einer 
halben Stunde und T356/T359 nach knapp einer dreiviertel Stunde dephosphoryliert. 
So ist es möglich, dass die sst2-Rezeptor-Dephosphorylierung eingeleitet und 
während des Endozytoseweges fortgesetzt wird. Alternativ dazu könnte auch eine 
zweite, noch nicht identifizierte Enzymaktivität für eine Dephosphorylierung im 
Zytosol verantwortlich sein. Diese Annahme wird durch die Untersuchungen am sst5-
Rezeptor, welcher wie der β2AR zu den Rezeptoren der Klasse A gezählt wird, 
unterstützt (Petrich et al., 2013; Manuskript II). Vergleichend betrachtet findet hier 
eine schnellere Dephosphorylierung innerhalb der ersten fünf bis zehn Minuten statt, 
was ebenfalls die Theorie einer membrannahen Dephosphorylierung unterstützt. 
Auch die Internalisierung ist typisch für die Klasse A-Rezeptoren, die hier am sst5-
Rezeptor nur sehr gering ausgeprägt ist und mit einem schnellen Recycling 
einhergeht. Die Internalisierung am sst2-Rezeptor hingegen dauert mit bis zu einer 
Stunde wesentlich länger. Beim C-terminalen Austausch der beiden Rezeptoren, 
werden nicht nur die Phosphorylierungs- und Dephosphorylierungsmuster 
vertauscht, sondern auch das Trafficking-Verhalten. Der sst5-2-Rezeptor zeigte eine 
vollständige Endozytose, was mit einer β-Arrestin2-Rekrutierung zur 
Plasmamembran einhergeht. Hingegen war der sst2-5-Rezeptor nicht mehr in der 
Lage β-Arrestin2 zu rekrutieren, was nur eine teilweise Internalisierung und 
Endozytose zur Folge hatte (Manuskript II).  
So ergeben sich, vergleichend betrachtet, zwei unterschiedliche Modelle für die 
Internalisierung und Dephosphorylierung der Klasse A- und B-Rezeptoren. In 
verschiedenen Arbeiten an Klasse A-GPCRs wurde gezeigt, dass die Internalisierung 
wahrscheinlich nicht notwendig für die Dephosphorylierung ist (Iyer et al., 2006; 
Gardner et al., 2001; Doll et al., 2012; Petrich et al., 2013). Bei diesen Rezeptortypen 
scheint es eine membrannahe und schnelle Dephosphorylierung zu geben, die mit 
einem schnellen Recycling des Rezeptors einhergeht (Doll et al., 2012; Dang and 
Christie, 2011). Im Gegensatz dazu konnte man bei den Klasse B-GPCRs 
feststellen, dass die Dephosphorylierung an mehreren Aminosäurestellen nur 
intrazellulär und sehr langsam stattfindet, was wiederum mit einem längeren 




Arrestin1 und β-Arrestin2 auch im internalisierten Zustand gleichermaßen stark an 
den Rezeptor zu binden (Ghosh and Schonbrunn, 2011; Gehret and Hinkle, 2010; 
Tulipano et al., 2004; Poll et al., 2011).  
Unbekannt ist bis jetzt noch, wie es zu den unterschiedlich schnellen 
Dephosphorylierungen kommt und ob es Erkennungsmuster am Rezeptor gibt oder 
welchen Einfluss die Dephosphorylierung auf das Recycling hat. Erste Hinweise 
darauf wurden in einem Rezeptor-Chimären-Modell des Thyreotropin-releasing 
Hormon- und des β2-adrenergen Rezeptors gezeigt (Gehret and Hinkle, 2010). Durch 
den Austausch der jeweiligen C-Termini wurde gezeigt, dass scheinbar nicht nur die 
C-terminalen Aminosäuresequenzen wichtig für die Regulation der 
Dephosphorylierung sind (Gehret and Hinkle, 2010). Diese Daten weisen darauf hin, 
dass es starke räumliche und zeitliche Unterschiede in der Dephosphorylierung 
verschiedener GPCRs zu geben scheint, die noch genauer aufgeklärt werden 
müssen.  
Erste Antworten darauf lieferten unsere Untersuchungen mit dem Somatostatin-
Rezeptor Tail-Swap-Mutanten. Somatostatin-Rezeptoren zeigen auffallende 
Unterschiede in der β-Arrestin-Rekrutierung (Tulipano et al., 2004; Manuskript II). 
Der sst2-Rezeptor, als prototypischer Klasse B-Rezeptor, wird an einem C-terminalen 
Cluster von Serin- und Threoninresten phosphoryliert und bildet stabile β-Arrestin-
Komplexe. Es kommt zur β-Arrestin-abhängigen Internalisierung und zum langsamen 
Recycling. Im Gegensatz dazu geht der sst5-Rezeptor, als prototypischer Klasse A-
Rezeptor, eine instabile Bindung mit β-Arrestin ein, internalisiert unabhängig davon 
und recycelt schnell. So konnten wir erstmals zeigen, dass die Bindung des sst2-C-
Terminus an den sst5-Rezeptor zu einer überwiegend PP1β-vermittelten 
Dephosphorylierung führt, während die Bindung des sst5-C-Terminus an den sst2-
Rezeptor eine überwiegend PP1γ-vermittelte Dephosphorylierung zur Folge hat 
(Manuskript II). Darüber hinaus führte der Tail-Swap zu einer Umkehrung des 
Trafficking-Profils beider Rezeptoren. Diese bemerkenswerte Selektivität der PP1-
Isoformen in Bezug auf die beiden Somatostatin-Rezeptorsubtypen war 
überraschend. Daraus folgend kann das Modell ergänzt werden, in dem schnell 
recycelnde Klasse A-Rezeptoren bevorzugt durch PP1γ und langsam recycelnde 
Klasse B-Rezeptoren durch PP1β dephosphoryliert werden (Manuskript II). Diese 




welcher als Klasse A-Rezeptor ebenfalls schnell recycelt und über PP1γ 
dephosphoryliert wird (Doll et al., 2012). 
 
 
4.2.2 Die Rolle von β-Arrestin1 und β-Arrestin2 bei der  
sst2-Rezeptor-Dephosphorylierung  
 
β-Arrestine regulieren die GPCR Signaltransduktion, indem sie Desensitisierung, 
Endozytose, Recycling und Degradation der meisten GPCRs kontrollieren. Im 
Weiteren fungieren sie als liganden-regulierende Scaffolds, die in der Lage sind 
unterschiedliche Proteine zum GPCR zu rekrutieren und neue Signalwege 
anzuschalten (DeFea, 2011; DeWire et al., 2007; Lefkowitz and Shenoy, 2005; 
Luttrell and Gesty-Palmer, 2010). Die GPCR-Signaltransduktion wird unter anderem 
durch die Dephosphorylierung der C-terminalen Phosphatreste resensitisiert. 
Fehlende Details über die Beteiligung bestimmter Proteinphosphatasen führten zu 
der vorherrschenden Ansicht, dass die GPCR-Dephosphorylierung ein 
unspezifischer und unregulierter Prozess sei. Die Identifikation unterschiedlicher 
PP1-Isoformen deuten darauf hin, dass ein bestimmter GPCR selektiv eine 
spezifische PP1-Isoform für die Dephosphorylierung rekrutiert. Dennoch ist unklar, 
durch welche Mechanismen die PP1-Selektivität und -Spezifität reguliert werden. Es 
ist möglich, dass entweder C-terminale Phosphorylierungsmuster, spezifische 
Sequenzen innerhalb der intrazellulären Schleifen des Rezeptors oder aber auch β-
Arrestine für die Rekrutierung der richtigen Proteinphosphatase nötig sind. Eine 
weitere Frage ist, wie die katalytische Untereinheit der PP1 zur phosphorylierten 
Sequenz des GPCRs gelangt und reguliert wird.  
Für die PP1 sind bis heute drei verschiedene katalytische (α, β, γ) und mehr als 80 
verschiedene regulatorische Untereinheiten bekannt (Virshup and Shenolikar, 2009). 
Die Bindung der Untereinheiten erfolgt über das konservierte RVxF-Motiv (Roy and 
Cyert, 2009; Cohen, 2002). Die drei katalytischen Untereinheiten besitzen eine mehr 
als 90%ige Sequenzhomologie, einschließlich der RVxF-Sequenz, mit der sie 
interagieren (Heroes et al., 2012). Da der humane sst2-Rezeptor kein potenzielles 




kanonische Wechselwirkung, mehrere schwache Wechselwirkungen oder indirekt 
über eine oder mehrere regulatorische Untereinheiten erfolgen.  
Häufig werden solche Prozesse durch Adapterproteine wie β-Arrestine, AKAPs oder 
andere Proteine katalysiert, die eine enge Bindung zwischen den einzelnen 
Proteinen vermitteln (DeFea, 2011; Fraser et al., 2000; Vasudevan et al., 2011). Es 
wurde gezeigt, dass AKAP Gravin mit dem β2AR assoziiert, wodurch es nach 
Agonisten-Stimulation zur Rekrutierung von PP2A kommt (Lin et al., 2000; Tao et al., 
2003). AKAP79/150 hingegen interagiert mit dem β2AR in einem Multiproteinkomplex 
und leitet somit die Bildung eines Signalkomplexes aus PKA, PKC und PP2B 
(Calcineurin) ein (Fraser et al., 2000; Cong et al., 2001). Zusätzlich scheint AKAP79 
auch als regulatorische Untereinheit an der PP1 für die Substratspezifität mittels 
Translokation beteiligt zu sein (Le et al.). Im Weiteren wurde beschrieben, dass auch 
die β-Arrestine bei der De- und Resensitisierung des β2AR und des μ-Opioid-
Rezeptors eine entscheidende Rolle spielen (Groer et al., 2011; Dang and Christie, 
2011; Vasudevan et al., 2011).  
Ein weiterer möglicher Kandidat hierfür wäre das Multidomänenprotein Spinophilin, 
was sowohl eine bekannte regulatorische Untereinheit der PP1 ist, als auch über ein 
F-Actin-Bindemotiv, eine PP1- und PDZ-Proteinbindedomäne verfügt (Heroes et al., 
2012; Bollen et al., 2012; Cohen, 2002; Ragusa et al. 2011) So wurde beschrieben, 
dass der Phosphorylierungsstatus des AMPA- und NMDA-Rezeptors durch einen 
Proteinkomplex mit Spinophilin gesteuert wird. Spinophilin ist dabei für die Gerüst- 
und Lokalisiationsfunktion notwendig, wodurch die PP1 in die dendritischen Dornen 
transferiert wird und aktiviert werden kann (Hu et al., 2007; Kelker et al., 2007). β-
Arrestine und Somatostatin-Rezeptoren sind beide in der Lage über die PDZ-
Proteinbindedomäne zu interagieren (Klenk et al. 2010; Christenn et al., 2007). So ist 
vorstellbar, dass Spinophilin ebenfalls eine regulatorische Untereinheit der PP1 am 
sst2- und sst5-Rezeptor sein kann.  
In dieser Arbeit wurde erstmals gezeigt, dass β-Arrestin1 und PP1β als konstitutiver 
Komplex existieren und die schnelle Dephosphorylierung am sst2-Rezeptor 
vermitteln. Dies deutet erneut daraufhin, dass die Dephosphorylierung an oder nahe 
der Plasmamembran stattfindet. β-Arrestin1 fungiert als Scaffold- und 
Adapterprotein, bringt die PP1β zum phosphorylierten Rezeptor und sorgt für eine 
optimale Ausrichtung der Proteinphosphatase zum Substrat. Diese Funktion von β-




die Rate der GPCR-Resensitisierung, sowie das fine tuning unkonventioneller β-
Arrestin-abhängiger GPCR-Signalwege reguliert. In Poll et al. (2011) wurde gezeigt, 
dass die GRK 2- und GRK 3-vermittelte Phosphorylierung des 353TTETQRT359 Motivs 
essentiell für die β-Arrestin-Bindung ist (Poll et al., 2011), wodurch es zu einer Gαi-
Protein-unabhängigen β-Arrestin-abhängigen ERK-Aktivierung kommt (Poll et al., 
2011). In stabil sst2-Rezeptor exprimierenden HEK293-Zellen führt eine Hemmung 
der PP1β Expression zu einem verstärkten Anstieg der β-Arrestin-abhängigen ERK-
Aktivierung nach SS-14-Behandlung (Poll et al., 2011). Dieser Effekt wurde nicht 
nach EGF-Behandlung oder nach Hemmung der PP1α oder PP1γ Expression, unter 
gleichen Bedingungen beobachtet und deutet darauf hin, dass eine verminderte 
PP1β Aktivität nicht generell zu einem verstärktem ERK-Ansprechen führt (Poll et al., 
2011). Daraus folgt, dass die PP1β-vermittelte GPCR-Dephosphorylierung zu einer 
Auflösung des β-Arrestin-GPCR-Komplexes führt, wodurch das β-Arrestin-abhängige 
ERK-Signal reguliert wird. Neuste Arbeiten von Irannejad und von Zastrow (2013) 
unterstützen diese Ergebnisse (Irannejad et al., 2013). Unter Verwendung des 
konformationsspezifischen Nanobodys NB80 wurden erstmals zwei zeitlich und 
räumlich getrennte Wellen der Signaltransduktion des Gαs-Protein gekoppelten β2AR 
beschrieben (Irannejad et al., 2013). NB80, welches an das Gαs-Protein gekoppelt 
ist, wird nach Stimulation zum aktiven Rezeptor an die Plasmamembran sowie in 
intrazelluläre Vesikel rekrutiert. Keine Rekrutierung findet jedoch nach Bindung von 
β-Arrestin an den β2AR in Clathrin-beschichteten Vesikeln statt. In Kombination mit 
den vorliegenden Ergebnissen ergibt sich ein einfaches Modell in dem die schnelle 
PP1-vermittelte Dephosphorylierung, durch die Dissoziation von β-Arrestin vom 
phosphorylierten GPCR, eine zweite Welle der Signaltransduktion ermöglicht. Dies 
könnte ein genereller Mechanismus für viele GPCRs sein.  
Unsere Untersuchung ergaben zudem, dass β-Arrestin2 keinen direkten Einfluss auf 
die Dephosphorylierung hat. Jedoch deuten die Ergebnisse darauf hin, dass β-
Arrestin2 ebenfalls Teil des β-Arrestin1/PP1β-Komplexes ist. β-Arrestin2 könnte hier 
mehr für die Internalisierung des sst2-Rezeptors entscheidend sein (Whalen et al., 
2010; Shenoy and Lefkowitz, 2011; DeFea, 2011). Jüngste Untersuchungen am 
Cannabinoid-Rezeptor 1 zeigen, dass die Internalisierung nach siRNA knock down 
von β-Arrestin2 vollständig gehemmt werden kann (Ahn et al., 2013). 
Untersuchungen am μ-Opioid-Rezeptor zeigen auch, dass β-Arrestin1 und β-




Regulationsmechanismen ergeben könnten (Groer et al., 2011; Dang and Christie, 
2011). Zudem wurde angedeutet, dass die Dephosporylierung nach DAMGO-
Stimulation abhängig von β-Arrestin1 abläuft (Groer et al., 2011). 
In der vorliegenden Arbeit konnte erstmalig β-Arrestin1 als eine potentielle 
regulatorische Untereinheit der PP1 identifiziert werden, welche die schnelle PP1β-
vermittelte Dephosphorylierung an GPCRs katalysiert. Die durch den β-
Arrestin1/PP1β-Komplex vermittelte Dephosphorylierung ist ein streng regulierter 
Prozess der unmittelbar nach der Rezeptor-Aktivierung bzw. Phosphorylierung 
eingeleitet wird. Die schnelle GPCR-Dephosphorylierung durch PP1 ist ein 
entscheidender Schritt für die Rezeptor-Resensitisierung, die Beendigung des β-
Arrestin-Signals sowie die Einleitung der endosomalen G-Protein-Signaltransduktion. 
 
 
4.2.3 Physiologische Relevanz 
 
Die physiologische Relevanz der GPCR-Dephosphorylierung ist bis jetzt noch nicht 
vollständig verstanden. Erste Hinweise darauf sind in Poll et al. (2011) zu finden, 
wodurch es nach einer Hemmung der PP1β Expression zu einer verstärkten β-
Arrestin-vermittelten ERK-Aktivierung nach SS-14 Stimulation kommt (Poll et al., 
2011). Daraus folgt, dass die PP1 essentiell für die Beendigung des β-Arrestin-
Signals ist. Eine weitere wichtige Konsequenz der GPCR-Dephosphorylierung ist die 
daraus resultierende Resensitisierung, wodurch der Rezeptor wieder aktivierbar 
zurück an die Membran gelangt (Poll et al., 2011; Pippig et al., 1995). Der 
Zusammenhang zwischen Dephosphorylierung und Recycling konnte in dieser Arbeit 
anhand der Tail-Swap-Mutanten weiter aufgeklärt werden (Manuskript II). So scheint 
die Geschwindigkeit der Dephosporylierung mit der Internalisierung und dem 
Recycling in Abhängigkeit von der jeweiligen Proteinphosphatase zu korrelieren. 
Daraus ergibt sich, dass es zwei unterschiedliche Regulationsmechanismen der 
Resensitisierung, eine langsame womöglich für Klasse A-Rezeptoren und eine 
schnelle für Klasse B-Rezeptoren, gibt. Die Desensitisierung des GPCR-Signals hat 
ein verringertes Ansprechen des Rezeptors auf wiederholte oder dauerhafte Reize 
zur Folge. Eine mögliche physiologische Konsequenz für das schnelle Recycling 




Aktivierbarkeit während langandauernder Behandlung mit Agonisten, sein. Diese ist 
relevant bei der Therapie von neuroendokrinen Tumoren mit Octreotid und 
Pasireotid, sowie beim μ-Opioid-Rezeptor in der Schmerztherapie. Beide Rezeptoren 
gehören zur Klasse A-GPCRs und werden sehr schnell über PP1γ dephosphoryliert 
und recycelt.  
 
 
4.3 Offene Fragen 
 
 
1. Welchen Einfluss hat die agonist-selektive Phosphorylierung des sst2-
Rezeptors durch Octreotid und Pasireotid auf eine langfristige Behandlung von 
neuroendokrinen Tumoren? 
2. Wie wird die Phosphorylierung und Dephosphorylierung in Geweben reguliert, 
die den sst2- und sst5-Rezeptor koexprimieren und welche Konsequenzen 
ergeben sich daraus für die Behandlung mit Somatostatin-Analoga? 
3. Wie kommt es zu den räumlichen und zeitlichen Unterschieden in der PP1-
vermittelten Dephosphorylierung? 
4. Wodurch ist die PP1-Selektivität festgelegt? Wie werden die PP1-Komplexe 
zusammengebaut und wie zum phosphorylierten GPCR rekrutiert? 
5. Welche weiteren regulatorischen Untereinheiten sind für die Funktionalität der 
PP1β wichtig? 
6. Gibt es eine selektive PP1-Rekrutierung bei unterschiedlichen Liganden? 
7.  Ist die Spezifität der PP1-Isoformen auch bei anderen GPCRs zu finden? 











4.4 Schlussfolgerung und Hypothese  
 
 
GPCRs regulieren eine Vielzahl von physiologischen Prozessen. Dabei ist sowohl 
die Aktivierung als auch die Beendigung der Signalweitergabe aktivierter GPCRs 
essentiell für die zelluläre Homöostase.  
 
I. Die in dieser Arbeit gezeigten Studien ergaben wertvolle und bisher 
unbeachtete Informationen über Somatostatin-Analoga, die sich zur Zeit in der 
klinischen und präklinischen Prüfung befinden. Folglich sollte Pasireotid als 
bevorzugter sst5- und Octreotid als bevorzugter sst2-Ligand klassifiziert werden. Aus 
diesen Ergebnissen ergeben sich wichtige Konsequenzen für die klinische 
Anwendung von Octreotid und Pasireotid: 1) Tumore, die überwiegend den sst2-
Rezeptor exprimieren und dauerhaft auf Octreotid ansprechen, wie z. B. die Mehrheit 
der GH-sekretierenden Adenome, werden weiter auf eine Octreotid-Behandlung 
ansprechen. Angesichts der partialagonistischen Eigenschaften von Pasireotid, ist es 
denkbar, dass die gleichzeitige Gabe von Octreotid und Pasireotid den klinischen 
Nutzen von Octreotid begrenzt. 2) Tumore deren Ansprechen sich während der 
Behandlung mit Octreotid verringert und eine starke sst5-Rezeptor Expression 
zeigen, wie z. B. Octreotid-resistente GH-sekretierende Adenome und Karzinoide, 
sollten besser auf eine Pasireotid-Behandlung ansprechen. 3) Aufgrund der Fähigkeit 
von Pasireotid den sst2-Rezeptor nur im geringen Maße zu internalisieren, ist 
Pasireotid weniger effektiv als Octreotid für den Einsatz in der Bildgebung und 
Strahlentherapie bei sst2-Rezeptor exprimierenden Tumoren (Schulz et al. 2013 in 
revision). 
 
II. In dieser Arbeit wurde erstmals gezeigt, dass für verschiedene GPCRs 
spezifische PP1-Isoformen existieren, welche mit bemerkenswerter Selektivität 
rekrutiert werden. So wurde beschrieben, dass ein C-terminaler Austausch zwischen 
Rezeptoren der Klasse A und B nicht nur zu einer Umkehr der PP1-Spezifität, 
sondern auch der β-Arrestin-Rekrutierung und der damit einhergehenden 
Internalisierung führt. Hierbei stellen die C-terminalen Bereiche der GPCRs eine 




Rekrutierung hat wiederum tiefgreifende Konsequenzen für die Dynamik der 
Dephosphorylierung und das Trafficking von GPCRs. 
 
III. β-Arrestine besitzen als Multidomänenproteine vielfältige Funktionen innerhalb 
der Zelle und regulieren als zentraler Schalter komplexe Mechanismen. In dieser 
Arbeit konnte ein weiteres Beispiel für die Komplexität des Moleküls und die 
Wichtigkeit in der Regulation der zellulären Homoöstase aufgezeigt werden. Daraus 
ergibt sich die Hypothese (Abb. 7), dass β-Arrestin1, PP1β und β-Arrestin2 in einem 
konstitutiven Komplex existieren und zusammen zur Plasmamembran rekrutiert 
werden. Am sst2-Rezeptor reguliert β-Arrestin1 das fine tuning der PP1β und sorgt 
zusätzlich für die Terminierung der G-Protein-abhängigen Signaltransduktion. β-
Arrestin2 hingegen ist entscheidend für die Clathrin-abhängige Internalisierung des 
Rezeptors. Die Dephosphorylierung findet hierbei an oder nahe der Plasmamembran 
statt. An welcher Stelle der β-Arrestin/PP1β-Komplex dissoziiert bleibt unklar. Die β-
Arrestine selbst sind in der Lage eine zweite Welle der Signaltransduktion, 
unabhängig vom G-Protein an der Plasmamembran und im Endosom auszulösen. 
Eine starke β-Arrestin/PP1β-Interaktion findet bei relativ langsam 
dephosphorylierenden GPCRs, wie dem Klasse B-sst2-Rezeptor, statt. Diese geht 
mit einem ebenfalls langsamen Recyclingprozess einher. Schnell 
dephosphorylierende GPCRs hingegen, wie der Klasse A-sst5-Rezeptor und der μ-
Opioid-Rezeptor, werden über PP1γ dephosphoryliert, haben nur eine geringe 








Abb. 7: De- und Resensitisierung von Klasse A und B GPCRs. Am Beispiel des sst2- (A) und sst5-
Rezeptors (B) sind hier die zeitlichen und räumlichen Dynamiken vergleichend dargestellt. So kommt 
es durch die GRK 2- und GRK 3-vermittelte Phosphorylierung an mindestens sechs 
Phosphorylierungstellen zu einer stabilen β-Arrestin1-und β-Arrestin2-Bindung am sst2-Rezeptor. 
Durch PP1β wird eine langsamere Dephosphorylierung und Recycling initiiert (unterbrochene Pfeile). 
Die selektive GRK 2-vermittelte T333-Phoshphorylierung am sst5-Rezeptor hingegen führt zu einer 
instabilen β-Arrestin1- und β-Arrestin2-Bindung, was jedoch mit einer schnellen PP1γ-vermittelten 






Abb   Abbildung 
AC   Adenylatzyklase 
ACTH   Adrenocorticotropes Hormon 
AMPA -Rezeptor α-Amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazol-Propionsäure Rezeptor 
AP-2   Adapter-Protein-2 
AS   Aminosäure 
cAMP   zyklisches Adenosinmonophosphat 
cGMP   zyklisches Guanosinmonophosphat 
CHO  Chinese hamster ovary, Zelllinie aus den Ovarien des 
chinesischen Hamsters 
c-Src   Zelluläre proto-onkogene Tyrosinkinase 
C-Terminus  Carboxyl-Terminus 
EGF   Epidermaler Wachstumsfaktor 
ERK   extrazellulär Signal-regulierte Kinase 
GDP   Guanosindiphosphat 
GEF   GTP-Austauschfaktor 
GH   Growth hormon, Wachstumshormon 
GPCR  G-Protein-gekoppelter Rezeptor 
GRK   G-Protein-gekoppelte Rezeptorkinase 
G-Protein  Guanosin-5’-triphosphat-bindendes Protein 
GTP   Guanosintriphosphat 
GTPase  Guanosintriphosphatase 
HEK293  humane embryonale Nieren-293-Zellen 
MAPK  Mitogen aktivierte Proteinkinase 
NMDA-Rezeptor N-Methyl-D-Aspartat-Rezeptor 
N-Terminus  Amino-Terminus 
PDE   Phosphodiesterase 
PI3K   Phosphatidylinositol-3-Kinase 
PKA   Proteinkinase A 
PKC   Proteinkinase C 




PP   Proteinphosphatase 
RGS   Regulatoren der G-Protein-Signalweitergabe 
S   Serin 
siRNA  small interfering ribonucleic acid, kleine interferierende 
Ribonukleinsäuren 
SOM230  Pasireotid 
SS-14 (-28)  Somatostatin-14 (-28) 
sst  Somatostatin-Rezeptor 
T  Threonin 
Tab.  Tabelle 
u. a.   unter anderem 
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